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Les lymphocytes B jouent un rôle central dans l’immunité humorale par leur capacité à 
présenter des antigènes aux lymphocytes T, à sécréter des cytokines et à se différencier en 
plasmocytes produisant des anticorps. Ces fonctions peuvent être induites par leur stimulation in 
vitro. Par leur aptitude à présenter des antigènes indépendamment de la spécificité du récepteur 
des lymphocytes B (BCR), les lymphocytes B peuvent être utilisés comme cellules présentatrices 
d’antigènes (antigen-presenting cells, APC) afin d’induire la réponse cellulaire des lymphocytes T 
CD8+ cytotoxiques spécifiques. L’immunité cellulaire est cruciale pour prévenir les infections 
contre certains virus et en immunothérapie du cancer. L’objectif général de ces travaux est 
d’étudier la biologie des lymphocytes B. Plus particulièrement, nous souhaitons comprendre et 
améliorer leur fonction de présentation d’antigène afin d’utiliser les lymphocytes B comme 
source alternative d’APC. 
Dans la première partie de ces travaux, notre attention s’est portée sur la compréhension 
du mécanisme de présentation croisée par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I 
(CMH-I) par lequel un épitope de la protéine gp100 du mélanome, inséré dans une nanoparticule 
pseudo-virale (VLP) composée de la protéine de surface du virus de la mosaïque de la papaye 
(PapMV), est présenté par les lymphocytes B. Cette VLP est une plateforme vaccinale capable de 
stimuler le système immunitaire sans l’aide d’adjuvant et facilite la présentation croisée de 
l’épitope inséré, de façon indépendante de l’activité du protéasome. Les résultats obtenus 
démontrent que l’apprêtement de l’épitope inséré dans la nanoparticule s’effectue selon une 
voie de présentation croisée vacuolaire qui dépend de l’activité de la cathepsine S, de 
l’acidification des lysosomes et requiert l’induction de l’autophagie. Ainsi, nous avons défini plus 
précisément le mécanisme de présentation croisée par lequel les lymphocytes B apprêtent et 
présentent un épitope inséré dans la VLP de PapMV. 
Par la suite, nous avons cherché à améliorer le protocole d’activation in vitro permettant 
d’amplifier et d’induire les fonctions de présentation d’antigènes des lymphocytes B, dans le but 
d’utiliser ces cellules pour activer les réponses cellulaires des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. 
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Les stimulations in vitro des lymphocytes B par le CD40 ligand (CD40L) et l’interleukine (IL)-21 ou 
la combinaison de l’IL-4 et l’IL-21 au lieu de l’activation standard avec le CD40L et l’IL-4 ont été 
évaluées. Nos résultats ont approfondi nos connaissances de la biologie des lymphocytes B. Nous 
avons démontré que la stimulation des lymphocytes B avec le CD40L et l’IL-21 augmente leur 
prolifération, mais mène à leur différenciation en plasmocytes sécrétant des anticorps. Au 
contraire, la stimulation avec le CD40L et l’IL-4 induit efficacement leur fonction de présentation 
d’antigènes. La stimulation des lymphocytes B avec le CD40L et la combinaison de l’IL-4 et de 
l’IL-21 augmente leur prolifération, mène seulement faiblement à leur différenciation en cellules 
sécrétrices d’anticorps, mais induit efficacement leur fonction de présentation d’antigènes. Nous 
avons démontré pour la première fois que cette méthode permet de générer des APC puissantes 
capables d’induire la réponse des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques in vitro. Nos résultats nous 
permettent de postuler que ces cellules pourraient être capables de mener à une réponse 
cellulaire in vivo. En tant qu’APC efficaces, les lymphocytes B pourraient être utilisés dans une 
stratégie vaccinale ou être employés comme APC afin d’améliorer les traitements 
d’immunothérapie du cancer par transfert adoptif de lymphocytes T.  
Ainsi, les travaux présentés dans cette thèse ont porté tant sur la compréhension des 
mécanismes de présentation croisée d’un épitope inséré dans la VLP de PapMV par les 
lymphocytes B, que sur l’amélioration de la méthode permettant d’induire leur fonction de 
présentation d’antigènes pour activer les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Ces travaux de 
recherche fondamentale ont permis de contribuer à des avancées sur les connaissances de la 
biologie des lymphocytes B. Ils offrent de nouvelles pistes de réflexion quant aux utilisations 
biotechnologiques des lymphocytes B comme source alternative d’APC pour des applications de 
recherche fondamentale et clinique telles que la vaccination et les traitements d’immunothérapie 
du cancer. 
 
Mots-clés : Lymphocytes B, présentation antigénique, présentation croisée vacuolaire, particules 
pseudo-virales, cellules CD40-B, CD40, interleukine-4, interleukine-21, activation des 
lymphocytes T, plateforme vaccinale. 
 
Abstract 
B lymphocytes are central to humoral immunity due to their ability to present antigens to 
T cells, secrete cytokines and to differentiate into antibody-producing plasma cells. These 
functions can be induced by their in vitro stimulation. Being able to present antigens 
independently of the specificity of their B cell receptor (BCR), B cells can be used as 
antigen-presenting cells (APC) to induce specific cytotoxic CD8+ T cell cellular responses. Cellular 
immunity is crucial to prevent infections against viruses and in cancer immunotherapy. The main 
aim of this thesis is to study B cell biology. Specifically, we aim to deepen our understanding of 
their antigen presentation function and improve this function to use B cells as an alternative 
source of APC. 
First, we focused on deciphering the class I major histocompatibility complex (MHC-I) 
cross-presentation mechanism by which an epitope from gp100 melanoma protein, inserted in a 
virus-like particle (VLP) made of the coat protein of the papaya mosaic virus (PapMV), is presented 
by B cells. This VLP is a vaccine platform able to stimulate the immune system with no adjuvant 
and mediate a proteasome independent cross-presentation of the inserted epitope. Our results 
show that the inserted epitope is processed through a vacuolar pathway dependent on 
cathepsin S activity, lysosome acidification and requires the induction of autophagy. Thus, we 
provide a more detailed characterization of the mechanism used by B cells to process and 
cross-present an epitope inserted in PapMV VLP. 
Secondly, we aimed to improve the in vitro activation protocol used to expand B cells and 
induce their antigen presentation functions to use these cells to trigger cytotoxic CD8+ T cell 
cellular responses. We evaluated the in vitro stimulation of B cells with CD40 ligand (CD40L) and 
interleukin (IL)-21 or the combination of IL-4 and IL-21 instead of the standard activation method 
based on CD40L and IL-4. Our results deepen our knowledge of B cell biology. We showed that 
stimulating B cells with CD40L and IL-21 increases their proliferation but leads to their 
differentiation in antibody-producing plasma cells. In comparison, the stimulation with CD40L and 
IL-4 efficiently induces their antigen presentation function. The stimulation of B lymphocytes with 
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CD40L and the combination of IL-4 and IL-21 increases their proliferation, weakly leads to their 
differentiation in antibody-secreting cells but is very efficient in inducing their antigen 
presentation function. We show for the first time that this method can generate potent APC able 
to induce cytotoxic CD8+ T cell responses in vitro. Our results allow us to hypothesize that these 
cells could be capable of triggering cellular immunity in vivo. As efficient APC, B cells could be 
used in a vaccination strategy or be employed as APC to improve cancer immunotherapy 
treatments such as adoptive cell transfer of T lymphocytes.  
Thus, the work presented in this thesis provides a deeper understanding of the antigen 
cross-presentation pathway by which B cells process and present an epitope inserted in PapMV 
VLP. It also reports an improved method to induce antigen presentation function of B cells to 
stimulate cytotoxic CD8+ T cells. This research work constitutes a leap forward in fundamental B 
cell research by increasing our knowledge of B cell biology. It also brings new opportunities 
regarding biotechnological uses of B cells as an alternative source of APC for fundamental and 
clinical applications such as vaccination and cancer immunotherapy treatments. 
 
Keywords: B cells, antigen presentation, vacuolar cross-presentation pathway, viral-like particles, 
CD40-B cells, CD40, interleukin-4, interleukin-21, T cell activation, vaccine platform. 
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iNKT : invariant natural killer T cell (cellule tueuse naturelle T invariante) 
iNKTFH : follicular helper iNKT (iNKT folliculaire) 
IRAP : insulin-regulated aminopeptidase 
IRF4 : IFN regulatory factor 4 
IRS2 : insulin receptor substrate 2  
JAK1/3 : Janus family kinase 1/3 
KD : knockdown 
LAG‑3 : lymphocyte-activation gene 3 
Lc : light chain (chaîne légère)  
LC3 : microtubule‑associated protein 1A/1B‑light chain 3 
LCMV : lymphocytic choriomeningitis virus  
LFA‑1 : lymphocyte function-associated antigen-1 
Lin28b : Lin-28 homologue B 
LLPC : long-lived plasma cell (plasmocyte à longue durée de vie) 
LMP1 : latent membrane protein 1 
LTα1β2 : Lymphotoxine alpha1beta2  
LZ : light zone (zone claire)  
M1 : influenza matrix protein 1 (protéine de matrice M1 du virus influenza) 
M2e : ectodomaine de la protéine de matrice M2 du virus influenza 
mAb : monoclonal antibody 
MAGE-A3 : melanoma-associated antigen 3 
MaMV : Malva mosaic virus 
MAPK : mitogen-activated protein kinases 
MARCH1 : membrane-associated RING-CH protein I 
MART‑1 : melanoma antigen recognized by T cells 
Me B cells : memory B cells 
MFI : mean fluorescence intensity 
MHC-I : major histocompatibility complex class I 
MIIC : MHC-II compartment (compartiment de CMH‑II) 
MLR : mixed lymphocyte reaction 
MoDC : monocyte-derived dendritic cell (cellule dendritique dérivée de monocyte) 
mTOR : mammalian target of rapamycin 
mTORC1 : mTOR complex 1 
MyD88 : myeloid differentiation primary response 88 
Mφ : macrophages 
Nano : nanoparticle 
NC : non chargé 
NF‑κB : nuclear factor-kappaB 
NK : natural killer cell (cellule tueuse naturelle) 
NKT : natural killer T cell (cellule tueuse naturelle T) 
NOX2 : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase 2 
NP : nucléoprotéine du virus influenza 
NSERC : Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada 
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OVA : ovalbumine 
PAMP : pathogen-associated molecular patterns (motifs moléculaires associés aux agents 
pathogènes)  
PapMV : Papaya mosaic virus (virus de la mosaïque de la papaye) 
PAX‑5 : paired box 5 
PB : plasmablast 
PBMC : peripheral blood mononuclear cells (cellules mononucléées du sang périphérique) 
PC : plasma cell (plasmocyte)  
pCMH-I/-II : complexe peptide-complexe majeur d’histocompatibilité de classe I/II 
PD‑1 : programmed cell death 1 
pDC : plasmacytoid dendritic cell (cellule dendritique plasmacytoïde) 
PD‑L1/2 : programmed cell death 1 ligand 1/2 
PE : phosphatidyléthanolamine  
PhosphoAg : phosphoantigènes 
PI3K : phosphatidylinositol-3-kinase 
PI3P : phosphatidylinositol‑3‑phosphate 
PLC : peptide‑loading complex (complexe de chargement peptidique) 
PLC-γ2 : phospholipase C gamma 2 
PMA : phorbol 12‑myristate 13-acetate 
PMSF : phenylmethylsulfonyl fluoride  
PP : plaques de Peyer 
PRDM1 : PR domain zinc finger protein 1 
PRR : pattern recognition receptors (récepteurs de patrons de reconnaissance)  
PVDF : polyvinylidene fluoride 
qPCR : quantitative polymerase chain reaction 
Rapa : rapamycine 
RE : réticulum endoplasmique 
REP : rapid expansion protocol (protocole d’expansion rapide) 
RHDV : rabbit hemorrhagic disease virus 
ROS : reactive oxygen species (espèces réactives de l’oxygène)  
RPMI 1640 : Roswell Park Memorial Institute 1640 medium 
RT‑PCR : reverse transcription-polymerase chain reaction 
SARS : severe acute respiratory syndrome (syndrome respiratoire aigu sévère)  
SD : standard deviation 
SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SEM : standard error of the mean 
SFU : spot forming units  
SHM : somatic hypermutations (hypermutations somatiques)  
shRNA : short hairpin RNA 
shSCR : scramble shRNA 
SI : système immunitaire 
siRNA : small-interfering RNA 
SLAM : signaling lymphocyte activation molecules 
SLO : secondary lymphoid organs (organes lymphoïdes secondaires)  
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SLPC : short-lived plasma cell (plasmocyte à courte durée de vie) 
SNAP23 : synaptosomal-associated protein 23 
SSC :  side scatter 
STAT1/3/5/6 : signal transducers and activators of transcription 1/3/5/6 
T1/T2 : lymphocyte B transitionnel 1/2  
TAP : transporter-associated with antigen presentation 
TCR : T cell receptor (récepteur des lymphocytes T) 
TFH : follicular helper T cell (lymphocyte T folliculaire)  
TH1/2 : helper T cell 1/2  (lymphocyte T auxiliaire 1/2)  
TGF‑β : transforming growth factor‑beta 
TIGIT : T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains 
TIL : tumor-infiltrating lymphocytes (lymphocytes T infiltrants les tumeurs) 
TIM-3 : T cell immunoglobulin and mucin domain-containing 3 
TLO : tertiary lymphoid organ (organe lymphoïde tertiaire) 
TLR : toll-like receptors 
TLS : tertiary lymphoid structure (structure lymphoïde tertiaire) 
TNF : tumor necrosis factor (facteur de nécrose tumorale) 
TNFR : TNF receptor 
TNFRSF13b : TNF superfamily member 13b 
TNF-α : TNF-alpha 
TRADD : TNFR-associated death domain protein 
TRAF : TNFR-associated factor 
t‑SNE : t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding 
T-VEC : talimogene laherparepvec 
ULK1 : Unc-51-like kinase 1 
UMAP : Uniform Manifold Approximation and Projection 
US : unstimulated 
UT : untreated 
VEGF: vascular endothelial growth factor 
VIH : virus de l'immunodéficience humaine 
VLP : virus-like particle (particule pseudo-virale) 
VLP-PapMV : particule pseudo-virale dérivée du virus de la mosaïque de la papaye 
WIPI : WD repeat domain phosphoinositide-interacting proteins 
XBP‑1 : X-box binding protein 1  
α-GalCer : alpha-galactosylcéramide 
β2m : beta 2-microglobuline  
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Chapitre 1 – Introduction 
Objectif général et structure de la thèse 
L’objectif général des travaux de cette thèse consiste à étudier la biologie des lymphocytes 
B afin d’exploiter leur fonction alternative de présentation d’antigènes (Ag) pour stimuler la 
réponse immunitaire de type cellulaire dans un contexte d’immunothérapies. L’Introduction 
permettra la mise en contexte des travaux présentés en décrivant la biologie des lymphocytes B 
et leurs fonctions alternatives. L’induction de l’immunité cellulaire, les voies de présentation d’Ag 
et la vaccination seront également abordés. Le Chapitre 2, présenté sous forme de manuscrit 
soumis pour publication à Scientific Reports, étudiera la voie de présentation croisée d’Ag par 
laquelle un épitope fusionné à une particule pseudo-virale du virus de la mosaïque de la papaye 
(PapMV) est apprêté et l’implication de l’autophagie dans les lymphocytes B. Le Chapitre 3 
présentera une caractérisation des lymphocytes B stimulés in vitro par l’engagement du récepteur 
CD40 et par l’interleukine (IL)-4 ou l’IL-21 ou leur combinaison et évaluera leur capacité respective 
à induire les réponses des lymphocytes T in vitro. Ce chapitre est sous forme de manuscrit soumis 
pour publication à The Journal of Immunology. Enfin, la section Discussion et Perspectives 
reviendra sur les résultats présentés afin de les mettre en contexte avec la littérature publiée et 
proposera des expériences futures avant de présenter la Conclusion du projet. 
L’immunité 
Le système immunitaire (SI) est fondamental à la survie, car il protège l’organisme contre 
les agents infectieux responsables de maladies et permet d’éliminer les cellules de l’organisme 
dont les fonctions sont altérées comme les cellules cancéreuses. Le SI est composé de l’ensemble 
des organes lymphoïdes primaires (la moelle osseuse et le thymus) et secondaires (les ganglions 
lymphatiques (GL), les plaques de Peyer (PP) et la rate), mais également de cellules spécialisées, 
les leucocytes et les molécules solubles qu’ils sécrètent que sont les cytokines et chimiokines. 
Certains leucocytes patrouillent l’organisme grâce au système sanguin et lymphatique, tandis que 
d’autres résident dans des tissus. Le SI est divisé en deux branches principales interconnectées 
l’une avec l’autre : l’immunité innée et l’immunité adaptative.  
32 
Le SI inné est la première ligne de défense à répondre lors d’une infection. Parmi les 
cellules le constituant, on retrouve les monocytes qui circulent dans le sang et se différencient en 
macrophages (Mφ) lorsqu’ils migrent dans les tissus; les cellules dendritiques (dendritic cells, DC); 
les granulocytes. La réponse immunitaire menée par ces cellules est rapide et très efficace, mais 
elle est non spécifique et ne génère généralement pas de mémoire immunitaire (1, 2). Ces 
leucocytes possèdent des récepteurs de patrons de reconnaissance (pattern recognition 
receptors, PRR) qui reconnaissent des motifs moléculaires associés aux agents pathogènes 
(pathogen-associated molecular patterns, PAMP) qui sont similaires chez de nombreux agents 
infectieux sans être présents de façon normale dans l’organisme (3). Ils ingèrent par phagocytose 
des particules telles que les agents infectieux et les détruisent. L’immunité innée est intimement 
liée à l’immunité adaptative.  
Le SI adaptatif est constitué par les lymphocytes B et les lymphocytes T qui possèdent des 
récepteurs capables de reconnaître précisément des Ag et donc d’induire des réponses très 
spécifiques à un agent infectieux donné. La spécificité des réponses génère une mémoire 
immunologique conférant une immunité à long terme et permettant de répondre plus 
rapidement et efficacement lors d’une réinfection. Deux types de réponses sont induites par les 
lymphocytes : la réponse cellulaire menée par les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ (cytotoxic T 
lymphocytes, CTL) et la réponse humorale menée par les lymphocytes B qui sécrètent des 
immunoglobulines (Ig)/anticorps (antibody, Ab) spécifiques. Par ailleurs, une immunité spécifique 
peut souvent être induite par des moyens artificiels, notamment par la vaccination. Dans cette 
thèse, nous aborderons seulement la réponse du SI adaptatif. 
L’immunité adaptative humorale 
L’immunité humorale constitue la branche de l’immunité regroupant l’ensemble des 
molécules solubles se retrouvant dans les fluides extracellulaires et conférant une protection à 
l’organisme. Parmi ces molécules, le système du complément et les Ig jouent des rôles 
prépondérants. Les lymphocytes B sont les seules cellules capables de produire les Ig. Outre ce 
rôle crucial, les lymphocytes B arborent une multitude de fonctions diverses régulant la réponse 
immunitaire. Les lymphocytes B sont constitués de deux lignées distinctes, les lymphocytes B 
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non conventionnels B-1 et les lymphocytes B conventionnels B-2. Les sections suivantes 
exploreront la biologie des lymphocytes B. 
Les lymphocytes B non conventionnels de la lignée B-1 
Les lymphocytes B de lignée B-1 sont une population de lymphocytes B rare et unique qui 
présentent des caractéristiques fonctionnelles proches de l’immunité innée. Ces cellules ont été 
principalement caractérisées chez la souris. Les lymphocytes B-1 murins expriment les marqueurs 
IgMhighIgDlowCD45lowCD23low/−CD43+ et sont divisés en deux sous-populations : les lymphocytes 
B-1a (CD5+) et B-1b (CD5−/low). L’ontogenèse de ces cellules s’effectue majoritairement lors du 
développement fœtal et la vie néo-natale et elle semble être régulée par le facteur de 
transcription Lin28B (Lin-28 homologue B) (4, 5) ou par la spécificité de leur récepteur de 
cellules B (B cell receptor, BCR) (6). Les lymphocytes B-1 ont une longue durée de vie et possèdent 
une capacité d’auto-renouvellement qui permet leur maintien. Ils sont principalement localisés 
dans les cavités péritonéales et pleurales, mais se retrouvent aussi dans la moelle osseuse et les 
organes lymphoïdes secondaires (secondary lymphoid organs, SLO) comme la rate (7). En 2011, 
Griffin et al., ont mis en évidence la présence de lymphocytes B non conventionnels humains dans 
le sang de cordon et le sang périphérique adulte qui partageaient des caractéristiques 
fonctionnelles similaires aux lymphocytes B-1 murins (8, 9). Ils sont définis par les marqueurs 
CD19+CD20+CD27+CD38low/mediumCD43+ (10, 11). Récemment, Rodriguez-Zhurbenko et al., ont 
rapporté que la population de lymphocytes B-1 humains et leurs fonctions déclinent avec l’âge 
(11). 
Les lymphocytes B-1 sont principalement responsable de la sécrétion rapide et spontanée 
d’Ab en absence de stimulation. Le répertoire de ces Ab dits naturels est limité et ce sont 
majoritairement des IgM polyréactives de faibles affinités qui reconnaissent des épitopes 
conservés incluant la phosphorylcholine et d’autres phospholipides, les lipides oxydés, les 
glycolipides et les glycoprotéines ainsi que l’acide désoxyribonucléique (ADN) double brin. Ces 
différents Ag sont présents sur de nombreux agents pathogènes, mais également sur les cellules 
tumorales et les cellules apoptotiques (12). Les Ab naturels jouent ainsi un rôle important car ils 
constituent une première ligne de défense contre de nombreux agents infectieux et permettent 
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le maintien de l’homéostasie en favorisant notamment l’élimination des corps apoptotiques (7, 
13, 14). Chez la souris, il semble que la sécrétion de ces Ab soit être principalement effectuée par 
les lymphocytes B-1 localisés dans la moelle osseuse et la rate (15). 
Lors d’une infection, les lymphocytes B-1 peuvent être activés par la reconnaissance des 
Ag puis migrer dans les SLO où il se différencient en cellules sécrétrices d’Ab (7, 16). Bien que les 
mécanismes ne soient pas complètement caractérisés, des études récentes ont rapporté que 
l’engagement des TLR (toll-like receptors) par l’Ag supporte leur activation (17, 18). Par ailleurs, 
les réponses des lymphocytes B-1 aux Ag ne dépendent pas de l’obtention de signaux d’aide par 
l’interaction avec les lymphocytes T (19). Toutefois, des études ont démontré que les lymphocytes 
B-1 peuvent être des cellules présentatrices d’Ag (antigen-presenting cells, APC) efficaces et 
induire la polarisation et la prolifération des lymphocytes T (20-23). 
L’ontogenèse des lymphocytes B conventionnels de la lignée B-2 
Les lymphocytes B de la lignée B-2 sont générés dans la moelle osseuse à partir de cellules 
souches hématopoïétiques se différenciant en progéniteurs lymphoïdes communs qui 
s’engageront dans la lignée B. La lymphopoïèse B est divisée en trois étapes définies chacune par 
des évènements de recombinaison d’ADN menant à l’expression du préBCR (24) puis d’un BCR 
mature (25) (Figure 1). Le BCR est une IgM unique exprimée à la surface de chaque lymphocyte B 
engendré. Les recombinaisons d’ADN se produisent au niveau de segments de gènes codant pour 
les chaînes d’Ig : les segments V (variable), D (diversité) et J (jonction) (26). Les réarrangements 
VH, DH et JH des chaînes lourdes (heavy chain, Hc) associés aux réarrangements VL et JL des chaînes 
légères (light chain, Lc) de l’Ig permettent de générer un vaste répertoire d’Ab estimé à environ 
1015 chez l’Homme (27). 
Les lymphocytes B immatures qui expriment l’IgM à leur surface subissent différents 
contrôles afin d’éditer ou d’éliminer les cellules B autoréactives possédant un BCR reconnaissant 
des Ag du soi présents dans la moelle osseuse (28) (Figure 1). Une fois sélectionnés, ils rejoignent 
la rate, par la circulation sanguine, où ils finalisent leur développement en passant par les stades 
de lymphocytes B transitionnels 1 (T1) puis T2. Cette maturation peut aussi s’effectuer dans la 
moelle osseuse (29, 30). Lors de leur maturation, les lymphocytes B acquièrent l’expression à leur 
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surface de l’IgD, un variant d’épissage de l’IgM, et développent la capacité de recirculer dans 
l’organisme. Enfin, ils se différencient en lymphocytes B naïfs de la zone marginale de la rate ou 
en lymphocytes B folliculaires de type I (IgDhighIgMlowCD21medium) ou de type II 
(IgDhighIgMhighCD21medium) (31). Les lymphocytes B folliculaires résident principalement au sein de 
follicules primaires dans les SLO, mais ils patrouillent également dans la circulation sanguine et 
lymphatique (Figure 1). Par la suite, nous nous concentrerons seulement sur les lymphocytes B-2 
folliculaires que nous nommerons simplement lymphocytes B. 
 
Figure 1. –  Le développement des lymphocytes B humains 
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L’induction de la réponse humorale 
 L’initiation de la réponse humorale se produit principalement au sein des SLO comme les 
GL, dont l’organisation en niches fonctionnelles distinctes par diverses cellules stromales facilite 
la résidence, la survie et la mobilité des cellules essentielles à l’induction et au support de la 
réponse humorale (32, 33). Les lymphocytes B émigrent du sang vers le cortex du GL par les 
veinules à endothélium épais (high endothelial venules, HEV) et vont résider dans les follicules 
primaires du paracortex. Leur migration vers les follicules est guidée le récepteur CXCR5 
(C-X-C motif chemokine receptor type 5) qui reconnaît la chimiokine CXCL13 (C-X-C motif 
chemokine 13) sécrétée par des cellules stromales associées aux follicules, dont les cellules 
dendritiques folliculaires (follicular dendritic cells, FDC) (34). Au sein du follicule, les cellules 
stromales sécrètent la cytokine BAFF/TNFRSF13b (tumor necrosis factor (TNF) superfamily 
member 13b) qui est essentielle à la survie des lymphocytes B (33, 35).  
L’initiation de la réponse d’un lymphocyte B requiert la rencontre et la reconnaissance de 
l’Ag pour lequel il possède un BCR spécifique. Les SLO filtrent les fluides de l’organisme et 
concentrent les Ag dans les follicules. Les Ag de petite taille diffusent librement et peuvent être 
directement capturés par le BCR des lymphocytes B (36). Les Ag particulaires de grande taille sont 
quant à eux capturés et exposés dans leur forme native sur la membrane d’APC spécialisées pour 
qu’ils soient reconnus par les lymphocytes B (34, 37). Dans les GL, ce sont les Mφ du sinus 
sous-capsulaire (34, 38, 39) et les FDC au centre des follicules qui capturent et exposent les Ag 
particulaires opsonisés (Ag auxquels se sont fixés des Ig et/ou des molécules du complément) 
(37). La reconnaissance de l’Ag par le BCR induit l’activation du lymphocyte B.  
L’activation des lymphocytes B et l’internalisation des antigènes 
L’engagement du BCR par la liaison de l’Ag déclenche des cascades de signalisation qui 
mèneront à l’activation du lymphocyte B (40, 41). Les Ag complexes peuvent également interagir 
avec des corécepteurs comme les TLR (42) ou le récepteur du complément CD21/CR2 
(complement receptor 2) (43), ce qui permet d'amplifier le signal du BCR (42, 43) et semble 
abaisser le seuil d’affinité pour l’Ag requis pour déclencher l’activation (44). La transduction du 
signal BCR et des corécepteurs provoquent une cascade d’évènements aboutissant à l’activation 
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de multiples voies de signalisation, dont les voies de la phospholipase Cγ2 (PLC-γ2), des MAPK 
(mitogen-activated protein kinases), du NF-κB (nuclear factor κB) et de la 
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-AKT (protéine kinase B) (45). L’activation de ces voies de 
signalisation induit des changements dans l’expression de nombreux gènes régulant la survie, le 
cycle cellulaire et la prolifération, la migration et les interactions avec les lymphocytes T (les 
molécules de costimulation et d’adhérence).  
À la suite de l’engagement du BCR, les complexes BCR/Ag sont internalisés afin d’apprêter 
et de présenter l’Ag. Les Ag solubles liés au BCR sont principalement internalisés par endocytose 
qui dépend de la clathrine (46) alors que les Ag exposés sur la membrane des APC requièrent des 
forces mécaniques de traction générées par le cytosquelette d’actine et le moteur moléculaire 
myosine IIa pour être extraits et internalisés (47-49). Le lymphocyte B peut aussi sécréter des 
enzymes lytiques au niveau de la synapse immunologique pour digérer les Ag et capturer leurs 
fragments (50, 51). Après l’internalisation, l’Ag transite dans le compartiment endolysosomal où 
des enzymes le dégradent en fragments protéiques appelés peptides constituant des épitopes 
qui seront logés dans le sillon peptidique des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 
de classe II (CMH-II). Les complexes peptide/CMH-II (pCMH-II) sont ensuite délivrés à la surface 
de la cellule pour la présentation aux lymphocytes T. Les mécanismes de présentation antigénique 
seront détaillés dans la section La voie de présentation d’antigènes par le CMH de classe II. 
La rencontre entre les lymphocytes B et les lymphocytes T 
Pour qu’une réponse immunitaire qui dépend des lymphocytes T progresse, les 
lymphocytes B naïfs ayant reconnu leur Ag doivent présenter les peptides sur leur CMH-II et 
interagir avec les lymphocytes T spécifiques du même Ag pour recevoir des signaux d’aide afin de 
compléter leur activation (52). La signalisation du BCR induit l’expression des récepteurs CCR7 
(C-C chemokine receptor type 7) (53) et EBI2 (Epstein-Barr virus-induced G-protein-coupled 
receptor 2) (54, 55) reconnaissant respectivement les chimiokines CCL19 (C-C motif chemokine 
19), CCL21 et le 7α,25-dihydroxycholestérol. Ces récepteurs coopèrent pour guider les 
lymphocytes B à l’interface entre le follicule et la zone riche en lymphocytes T (56, 57). Les 
lymphocytes B interagissent avec les précurseurs de lymphocytes T folliculaires (precursor 
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follicular helper T cells, pré-TFH), une sous-population de lymphocytes T auxiliaires (helper, TH) 
CD4+ ayant été préalablement activés et initiés (priming) par l’interaction avec une APC 
présentant l’Ag (Figure 2).  
Les DC sont les cellules majoritairement responsables de l’initiation de la différenciation 
des lymphocytes TH CD4+ en lymphocytes pré-TFH (58). Cependant, des études récentes dans des 
modèles murins ont conclu que les lymphocytes B seuls peuvent aussi réaliser l'initiation des 
lymphocytes T CD4+ (59, 60). Bien qu’il ait été démontré que plusieurs sous-populations de DC 
peuvent initier les lymphocytes TH CD4+, les DC conventionnelles de type 2 (cDC2) migratrices 
semblent jouer un rôle prépondérant (61, 62). Il a été proposé que la sous-population de DC 
impliquée dépend de la disponibilité de l’Ag dans les SLO (61). Les cDC2 patrouillent l’organisme 
à la recherche d’Ag du non-soi et sont sensibles aux signaux inflammatoires fournis par les PRR. 
L’engagement de ces récepteurs induit leur maturation et leur migration de la périphérie vers les 
SLO afin d’initier la réponse immunitaire (3). Elles expriment les récepteurs CCR7, CXCR5 et EBI2 
ce qui leur permet de se positionner au niveau de l’interface entre le follicule et la zone riche en 
lymphocytes T où elles supportent la différenciation des lymphocyte TH CD4+ en lymphocyte 
pré-TFH (63-65). Les DC matures fournissent trois signaux requis pour l’initiation des 
lymphocytes TH CD4+ (61, 66) :  
1) La présentation de l’Ag par le CMH-II : l’affinité entre le récepteur des lymphocytes T 
(T cell receptor, TCR) et le complexe pCMH-II, ainsi que le temps de l’interaction entre la DC et le 
lymphocytes T CD4+ sont des facteurs déterminants dans la différenciation des lymphocyte TH 
CD4+ en lymphocytes TFH (67, 68). Fazilleau et al., ont démontré que les lymphocytes T CD4+ ayant 
une forte affinité du TCR pour l’Ag se différencient préférentiellement en lymphocytes TFH (67).   
2) L’engagement de multiples récepteurs par les molécules de costimulation : l’interaction 
entre le récepteur CD28, exprimé par les lymphocytes T, et ses ligands CD80/CD86 est essentielle 
à l’initiation de la différenciation des lymphocytes TH CD4+ en lymphocytes pré-TFH (69). Les DC 
expriment le récepteur CD40 et son engagement par son ligand (CD40L/CD154) exprimé par les 
lymphocytes T conduit à l’expression de OX40L (ligand de OX40) par les DC. En parallèle, les 
signalisations du CD28 et du CD40L induisent l’expression de récepteur OX40 par les 
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lymphocytes T (70, 71). Bien que plusieurs études aient rapporté que l’engagement du récepteur 
OX40 est crucial pour la différenciation des lymphocytes TH CD4+ en lymphocytes pré-TFH, 
l’importance de cette interaction varie selon les modèles utilisés (61). Enfin, l’interaction entre le 
récepteur ICOS (inducible T cell costimulator) avec son ligand ICOSL exprimé par les DC est requise 
pour plusieurs étapes de l’initiation de la différenciation des lymphocytes TH CD4+ en 
lymphocytes T pré-TFH (61, 72).  
3) La sécrétion de cytokines : l’IL-6 chez la souris et l’IL-12, l’IL-23 et le TGF-β 
(transforming growth factor β) chez l’Homme induisent la différenciation des lymphocytes TH 
CD4+ en lymphocytes T pré-TFH (61, 73-75). L’IL-27 et les interférons (IFN) de type I peuvent aussi 
participer à la polarisation des lymphocytes TH CD4+ en lymphocytes T pré-TFH tandis que l’IL-2 
inhibe cette différenciation (61). 
L’ensemble de ces signaux d’activation fournis par les DC mène à la différenciation des 
lymphocytes TH CD4+ naïfs en lymphocytes T pré-TFH exprimant le facteur de transcription BCL-6 
(B cell lymphoma-6) (76) et à leur migration à l’interface entre le follicule et la zone riche en 
lymphocytes T afin d’interagir avec les lymphocytes B. Suivant l’interaction avec les 
lymphocytes B, les lymphocytes TH CD4+ se différencient pleinement en lymphocytes TFH définis 
par l’expression de BCL-6, PD-1 (programmed cell death 1), ICOS et CXCR5 (77). Les lymphocytes B 
réalisent quant à eux la commutation de classe (class switch recombination, CSR) (78) qui consiste 
en la recombinaison des gènes codants pour la région constante Fc de la chaîne lourde de l’Ig. La 
CSR permet de changer l’isotype de l’Ig en remplaçant l’exon Cμ (IgM) par un des exons Cγ (IgG), 
Cε (IgE), ou Cα (IgA) (79) tout en maintenant la spécificité du BCR pour l’Ag. Ce mécanisme 
requiert l’expression de plusieurs enzymes, dont la cytidine désaminase AID (activation-induced 
cytidine deaminase) qui induit des mutations et des cassures double brin dans les régions d’ADN 
à recombiner (79).  
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La force du signal BCR et l’interaction avec les lymphocytes TFH mènent les lymphocytes B 
vers plusieurs destins cellulaires (80) (Figure 2) :  
• La différenciation en plasmocytes (plasma cells, PC) à courte durée de vie (short-lived PC, 
SLPC) ou plasmablastes, capables de proliférer et qui sécrètent des Ab unswitched (IgM) ou 
switched (IgG, IgE ou IgA) de faible affinité pour l’Ag. Leur durée de vie se limite généralement 
à la durée de l’infection. Ils expriment CXCR4 et se positionnent dans des niches spécifiques 
dans les SLO (81). Certains SLPC IgA+ migrent dans la lamina propria de l’intestin (82).  
• La différenciation en lymphocytes B mémoires (BMEM) indépendamment des centres 
germinatifs (germinal centers, GC). 
• La différenciation en lymphocytes B des GC : l’obtention d’une aide efficace des 
lymphocytes TFH (83-85) ainsi que la densité des complexes pCMH-II semblent contrôler 
l’entrée des lymphocytes B dans la réaction GC (86).  
Les centres germinatifs 
Les GC permettent d’affiner la réponse humorale en mettant en place des mécanismes de 
maturation et de sélection de l’affinité pour l’Ag (52, 80, 87), tout en supportant l’expansion 
clonale de lymphocytes B ayant des affinités variables pour l’Ag (88-90). Les GC matures 
possèdent une organisation interne en deux zones constituées par des lymphocytes B ayant des 
programmes transcriptionnels différents (87, 91-93). La zone claire (light zone, LZ) où sont 
présents des FDC exposant des Ag et sécrétant la chimiokine CXCL13, les lymphocytes TFH et des 
lymphocytes B (centrocytes) exprimant fortement le CXCR5, le CD83 et le ligand de costimulation 
CD86 (92, 94, 95). La zone sombre (dark zone, DZ) constituée par des cellules réticulaires sécrétant 
la chimiokine CXCL12 (96) et des lymphocytes B (centroblastes) qui ont des niveaux d’expression 
élevés de l’enzyme AID et de CXCR4 (92, 94, 95) (Figure 2). 
La zone sombre 
Après avoir reconnu leur Ag et reçu les signaux d’aide des lymphocytes TFH dans la LZ, les 
lymphocytes B expriment CXCR4 et transitent vers la DZ où ils se divisent et subissent des 
hypermutations somatiques (somatic hypermutations, SHM) catalysées par AID (90, 92, 97). La 
vitesse et le nombre de divisions qu’ils effectuent dépendent de la force des signaux d’aide reçus 
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des lymphocytes TFH dans la LZ (98, 99). Les SHM génèrent de nouvelles Hc/Lc et donc un nouveau 
BCR (79, 100). Les lymphocytes B ayant un BCR non fonctionnel à la suite des SMH sont éliminés 
par apoptose (101). Les lymphocytes B de la DZ expriment l’ubiquitine ligase MARCH1 
(membrane-associated RING-CH protein I) qui permet un renouvellement rapide des complexes 
pCMH-II à la surface. Ce mécanisme favorise la présentation d’Ag capturés récemment 
promouvant ainsi la fidélité et l’efficacité de la sélection qui s’effectuera dans la LZ dans laquelle 
l’expression du CD83, l’antagoniste de MARCH1, inhibe ce renouvellement rapide (102). Suivant 
leur division extensive et aux SHM, les lymphocytes B expriment CXCR5 et migrent dans la LZ (91) 
pour tester l’affinité de leur nouveau BCR et entrer en compétition pour recevoir l’aide des 
lymphocytes TFH (Figure 2). 
La zone claire 
La sélection des lymphocytes B est un processus compétitif multifactoriel qui se produit 
dans la LZ dont les mécanismes précis restent à définir complètement. Elle semble reposer à la 
fois sur l’affinité du BCR pour l’Ag et la capacité des lymphocytes B à obtenir les signaux d’aide 
des lymphocytes TFH (103) (Figure 2). Il est suggéré que les lymphocytes B ayant une haute affinité 
pour l’Ag ont une plus forte signalisation du BCR ce qui favorise leur survie (104, 105). De plus, ils 
sont plus compétitifs pour interagir et capturer l’Ag afin de l’apprêter et le présenter aux 
lymphocytes TFH pour obtenir une aide efficace (94, 98, 99, 103, 106). Les lymphocytes B qui 
n’obtiennent pas les signaux d’aide des lymphocytes TFH meurent (107). 
Dans la LZ, les signalisations synergiques déclenchées par l’engagement simultané du BCR 
par l’Ag et du récepteur CD40 par son ligand (CD40L/CD154) exprimé par les lymphocytes TFH, 
permettent d’induire fortement l’expression du facteur de transcription c-MYC (103, 105, 108). 
Le niveau d’expression de c-MYC est proportionnel à la magnitude de l’aide reçue des 
lymphocytes TFH (109). Il constitue un médiateur important impliqué dans la survie des 
lymphocytes B des GC (107) et le contrôle de la réentrée dans le cycle cellulaire (110, 111). Une 
fois dans la DZ, c-MYC sert de compteur de divisions, car son niveau d’expression est « dilué » à 
chaque division ce qui force les lymphocytes B de la DZ à retourner dans la LZ pour interagir avec 
les lymphocytes TFH (109, 112). Les lymphocytes B ayant reçu une aide efficace sont sélectionnés 
et peuvent retourner dans la DZ pour une nouvelle expansion clonale et des SMH, ou bien se 
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différencier en lymphocytes BMEM ou en PC à longue durée de vie (long-lived PC, LLPC) (113) 
(Figure 2). 
Les destins cellulaires des lymphocytes B des centres germinatifs 
La génération de lymphocytes BMEM et LLPC permet la mise en place d’une mémoire 
immunitaire fournissant une double protection (80). Les lymphocytes B ayant une haute affinité 
pour l’Ag se différencient préférentiellement en PC tandis que ceux ayant un BCR de plus faible 
affinité se différencient en lymphocytes BMEM (104, 114, 115). La différenciation en lymphocytes 
BMEM ou PC dépend de programmes transcriptionnels distincts. Le facteur de transcription BACH2 
est exprimé par les lymphocytes B s’engageant vers le phénotype de lymphocytes BMEM (116) 
tandis que le répresseur transcriptionnel BLIMP-1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1) 
est le déterminant principal induisant la différenciation en PC. Les plasmablastes ont une 
expression intermédiaire de BLIMP-1 alors que les PC l’expriment fortement (117-119). Le facteur 
de transcription XBP-1 (X-box binding protein 1) est également crucial, car en participant à la 
réponse stress du réticulum endoplasmique (RE), il permet aux PC de sécréter des milliers d’Ab 
(120, 121).  
Les PC générés lors de la réaction du GC quittent les SLO et sont guidés par CXCR4 vers des 
niches spécifiques au sein de la moelle osseuse où ils deviennent des LLPC sécrétant des Ab 
protecteurs de haute affinité à long terme (104, 115, 121). Les PC IgA+ migrent vers la lamina 
propria de l’intestin en exprimant l’intégrine α4β7 et les récepteurs CCR9 et CCR10 (82). Les 
niches où ils résident sont constituées de cellules stromales qui sécrètent des facteurs comme 
l’IL-6 et APRIL favorisant leur survie prolongée (122, 123). Les lymphocytes BMEM sont des cellules 
quiescentes IgM+ ou IgG+ pouvant être réactivées rapidement par une exposition subséquente à 
l’Ag et ses variants, subir la CSR et se différencier à leur tour en SLPC ou entrer dans la réaction 
des GC (80, 124). La majorité des lymphocytes BMEM sont circulants, mais d’autres résident dans 
les tissus comme dans les poumons (124, 125). Dans les GL, ils semblent se positionner dans une 
niche au niveau du sinus sous-capsulaire ce qui permet la rencontre rapide avec les Ag portés par 
les Mφ (126). 
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Figure 2. –  Les réponses des lymphocytes B à un Ag [adaptée de (127)] 
Dans les sections suivantes, nous approfondirons les interactions entre les lymphocytes B 
et TFH et plus particulièrement les signaux d’aide qu’ils fournissent lors de la réaction des GC. 
Les interactions synaptiques entre les lymphocytes B et TFH 
Les lymphocytes B et T s’engagent dans des interactions synaptiques qui durent des 
dizaines de minutes et permettent l’échange de signaux d’activation (128). Les interactions entre 
le pCMH-II et le TCR sur le lymphocyte TFH ainsi que les intégrines, les molécules d’adhérence et 
de costimulation façonnent la nature des interactions entre les lymphocytes B et TFH et 
contribuent à leur stabilité (77, 129, 130).  
44 
Les molécules d’adhérence et de costimulation 
L’interaction entre l’intégrine LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) et 
ICAM-1/2 (intercellular adhesion molecule 1/2) exprimées respectivement sur les lymphocytes TFH 
et B (131), est essentielle pour maintenir la stabilité des interactions pCMH-II/TCR et contribue à 
l’activation du lymphocyte T (129, 130). Des interactions homotypiques entre les molécules de la 
famille SLAM (signaling lymphocyte activation molecules) stabilisent les interactions entre ces 
cellules (132) et induisent l’expression de l’IL-4 par les lymphocytes TFH (133) (Figure 3). 
Dans la LZ, les lymphocytes B expriment les ligands de costimulation CD80 et CD86 qui 
interagissent avec le récepteur CD28 présent à la surface du lymphocyte T. Le CD86 promeut la 
présentation d’Ag par les lymphocytes B (134). L’engagement du CD28 est crucial pour les 
lymphocytes T, car il mène à leur prolifération, la production de cytokines et leur différenciation 
en lymphocytes TFH en induisant l’expression des récepteurs CXCR5 et ICOS essentiels à la réaction 
des GC (66). L’interaction entre ICOS et son ligand (ICOSL), exprimé par les lymphocytes B des GC, 
induit la translocation du CD40L au niveau de la synapse (135, 136) ce qui permet l’engagement 
du CD40 à la surface des lymphocytes B des GC (Figure 3). 
L’interaction entre le récepteur CD40 et le CD40L 
Le CD40L et le récepteur CD40 sont des protéines transmembranaires homotrimériques 
faisant partie de la famille des TNF (137). Le CD40 est exprimé de façon constitutive par tous les 
lymphocytes B matures et les DC (138, 139) tandis que le CD40L est exprimé par les lymphocytes 
T activés (140), mais également par divers types cellulaires (139, 141). L’interaction CD40L-CD40 
joue un rôle crucial dans la réaction des GC car la délétion du gène CD40LG codant pour le CD40L 
ou l’utilisation d’Ab bloquant l’interaction CD40-CD40L entraîne des anomalies dans la formation 
des GC, une absence de CSR ainsi que la dissolution de GC préétablis, respectivement (142, 143). 
Chez l’Homme, des mutations du gène CD40LG sont responsables du syndrome hyper IgM qui est 
caractérisé par une absence de lymphocytes BMEM et d’IgG, IgA et IgE sériques (144). 
Les molécules de CD40L sont préexprimées et stockées dans des vésicules sécrétrices dans 
le cytoplasme de plusieurs sous-types de lymphocytes T CD4+ dont les lymphocytes TFH, ce qui 
permet leur translocation rapide à la surface lorsque le TCR est engagé (145-147). Des études ont 
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mis en évidence que la signalisation d’ICOS contribue à la translocation du CD40L à la surface du 
lymphocyte T tant chez la souris (135) que chez les humains (136). Chez l’Homme, il a récemment 
été démontré que les lymphocytes TFH contiennent des granules denses riches en dopamine qui 
est sécrétée au niveau de la synapse lors de l’interaction avec le lymphocyte B (136). Lorsque le 
neurotransmetteur se fixe sur son récepteur DRD1 (dopamine receptor D1) à la surface du 
lymphocyte B, la signalisation induit une expression accrue d’ICOSL. L’interaction ICOS-ICOSL 
conduit à l’augmentation de l’aire synaptique et à la translocation du CD40L, polarisée au niveau 
de la synapse, à la surface du lymphocyte T. La signalisation d’ICOS augmente aussi la production 
des granules de dopamine. Cette boucle de rétroaction positive favorise une stimulation optimale 
par le CD40L qui est requise pour la survie et la sélection des lymphocytes B des GC (136). 
L’expression membranaire du CD40L est rapidement diminuée suivant l’interaction 
CD40L-CD40 in vivo (148) ou in vitro (149). L’engagement du CD40L entraîne son internalisation 
(149), mais il peut également être clivé de la surface par des métalloprotéases générant ainsi sa 
forme soluble (150). Les travaux de Gardell et Parker ont démontré que le CD40L peut aussi être 
transféré du lymphocyte T au lymphocyte B qui procède alors à son endocytose (151). Le transfert 
du CD40L pouvait être réalisé par la sécrétion d’exosomes ou de microvésicules relâchés au 
niveau de la synapse (152, 153). 
Au sein du lymphocyte B, ce sont les protéines adaptatrices TRAF 
(TNF receptor associated factor), recrutées au niveau du domaine cytoplasmique du CD40 qui 
sont responsables de la transduction du signal (154, 155). Le CD40 active majoritairement les 
voies de la signalisation canonique et non canonique de NF-κB, mais également les voies 
PI3K-AKT, PLC-γ2, MAPK (139, 154, 155). La voie de signalisation JAK3 (Janus family kinase 3)-
STAT3 (signal transducers and activators of transcription 3) semble également activée (156). La 
signalisation du CD40 régule de nombreux processus incluant la production de cytokines, la 
recombinaison des gènes d’Ig, la survie cellulaire, l’augmentation de l’expression des molécules 
de costimulation CD80 et CD86, la formation de GC, la production d’Ab de haute affinité et la 
formation de lymphocytes BMEM (138). Dans les lymphocytes B des GC, l’activation synergique des 
signalisations du CD40 et du BCR est importante pour induire fortement c-MYC, ce qui est 
essentiel à leur sélection positive (103, 105). Par ailleurs, la force de l’interaction CD40L-CD40, 
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associée à l’obtention de signaux extrinsèques comme la stimulation par les cytokines, permet 
d’influencer les destins cellulaires des lymphocytes B (157, 158). 
Dans le Chapitre 2, nous avons utilisé des lymphocytes B humains immortalisés par 
l’infection par le virus Epstein-Barr (EBV). Ce virus infecte les lymphocytes B naïfs quiescents et 
les reprogramme ce qui mène à leur immortalisation (159). La protéine LMP1 (latent membrane 
protein 1) de l’EBV est une protéine transmembranaire qui s’insère dans la membrane plasmique 
du lymphocyte B et agit comme un récepteur dont l’activation est constitutive et ne dépend pas 
de la liaison à un ligand. Son domaine cytoplasmique C-terminal contient des domaines consensus 
permettant l’interaction avec plusieurs protéines adaptatrices TRAF ce qui lui confère une 
homologie fonctionnelle avec le domaine cytoplasmique du récepteur CD40 (160, 161). En 
conséquence, LMP1 mime la signalisation du CD40 et active de multiples voies de signalisation, 
dont majoritairement les voies de la signalisation de NF-κB, permettant ainsi l’activation et la 
prolifération constitutive des lymphocytes B transformés (162). Bien que similaires, les 
mécanismes moléculaires menant à l’activation des voies de signalisation diffèrent entre LMP1 et 
le CD40. Par exemple, le domaine cytoplasmique LMP1 interagit avec la protéine TRADD 
(TNFR-associated death domain protein) afin de recruter TRAF6 et d’induire l’activation des voies 
de la signalisation de NF-κB, tandis que le domaine cytoplasmique du CD40 interagit directement 
avec TRAF6 (160, 161). Ainsi, l’infection des lymphocytes B par le virus EBV est une technique qui 
permet d’obtenir une lignée cellulaire continuellement activée et proliférative pouvant présenter 
des Ag par CMH-I et CMH-II de façon constitutive. 
La sécrétion de cytokines par les lymphocytes TFH 
Les interactions récepteurs-ligands entre les lymphocytes B et TFH induisent la signalisation 
par le calcium dans chacun des types cellulaires et promeuvent l’expression des cytokines IL-4 et 
IL-21 par les lymphocytes TFH (77, 163) (Figure 3). Ces cytokines ont des fonctions cruciales non 
redondantes qui façonnent les réponses des lymphocytes B des GC (52, 77). Leur combinaison 
induit une forte expression du facteur de transcription BCL-6 dans les lymphocytes B murins 
activés par le CD40 (164, 165) qui est central à la régulation de la réaction du GC. Des études 
récentes suggèrent que les lymphocytes TFH expriment l’IL-4 et l’IL-21 de façon séquentielle et 
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variée au cours de la réponse immunitaire. L’IL-21 semble être sécrétée tôt dans la réponse tandis 
que l’IL-4 n’est produite que lorsque les lymphocytes TFH résident dans le follicule (166, 167).  
L’interleukine-4 
L’IL-4 est une cytokine pléiotrope qui régule de nombreux processus de la réponse 
immunitaire et joue un rôle crucial dans la stimulation des lymphocytes B. L’IL-4 possèdent deux 
récepteurs différents qui sont des hétérodimères membranaires formés de l’association de deux 
chaînes polypeptidiques. Le récepteur de type I est constitué d’une chaîne alpha (IL-4Rα), portant 
le domaine de liaison à l’IL-4, qui s’associe avec la chaîne γ commune aux récepteurs de 
cytokines (γc) à la suite de l’interaction avec l’IL-4. Le récepteur de type II est quant à lui formé 
par l’association des chaînes IL-4Rα et IL-13Rα1. Le récepteur de type I est donc spécifique de 
l’IL-4 alors que le récepteur de type II est commun à l’IL-4 et l’IL-13 (168). La chaîne IL-4Rα est 
exprimée par de nombreuses cellules tandis que l’expression des chaînes secondaires varie selon 
les types cellulaires. Les cellules non-hématopoïétiques n’expriment pas ou peu la chaîne γc mais 
expriment la chaîne IL-13Rα1. Au contraire, les lymphocytes expriment des niveaux relativement 
élevés de la chaîne γc mais présentent une faible expression de la chaîne IL-13Rα1. Les cellules 
myéloïdes expriment quant à elles à la fois la chaîne IL-13Rα1 et la chaîne γc (168). La liaison de 
l’IL-4 sur le récepteur de type I (IL-4Rα/γc) induit l’activation des protéines tyrosine kinases JAK1 
et JAK3, ce qui mène au recrutement et à l’activation des protéines STAT6 et IRS2 (insulin receptor 
substrate 2) (168-170). Les protéines STAT6 forment des homodimères qui transloquent au noyau 
où ils régulent la transcription de nombreux gènes (171, 172) tandis que la phosphorylation de 
IRS2 mène à l’activation de la voie PI3K-AKT (170).  
La stimulation par l’IL-4 joue un rôle important dans la survie des lymphocytes B. 
Zamorano et al., ont démontré que les lymphocytes B murins déficients en IRS2 ou en la 
sous-unité p85α de la PI3K entrent en apoptose même en présence d’IL-4 (173). L’activation de 
STAT6 induit l’expression du facteur BCL-xL qui a un effet anti-apoptotique (174). De plus, Granato 
et al., ont rapporté que l’IL-4 est importante dans la maturation in vitro des lymphocytes B murins 
du stade immature à transitionnel et promeut leur survie en inhibant de façon 
post-transcriptionnelle l’expression de la protéine proapoptotique BIM (BCL-2-like protein 11) 
induite par l’engagement du BCR (175).  
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Par ailleurs, la stimulation par l’IL-4 régule le métabolisme des lymphocytes B. Dufort et 
al., ont démontré que l’IL-4, par STAT6, augmente l’expression du transporteur du glucose GLUT1 
ce qui mène à une augmentation de la glycolyse favorisant ainsi la survie des lymphocytes B 
spléniques murins (176). Dans un modèle murin d’asthme, il a récemment été démontré que la 
stimulation des lymphocytes B pulmonaires par l’IL-4 induit l’autophagie par l’activité des kinases 
JAK et la signalisation de la voie PI3K, mais de façon indépendante de la voie mTOR (mammalian 
target of rapamycin), ce qui favorise leur survie et promeut la présentation d’Ag (177). De plus, 
l’IL-4 induit les fonctions de présentation d’Ag des lymphocytes B par l’activation synergique des 
voies de signalisation de STAT6 et de NF-κB non canonique qui mène à l’expression du CMH-II et 
des molécules de costimulation CD80 et CD86 (178, 179). 
L’aide des lymphocytes TFH par l’engagement du CD40 et de la sécrétion de l’IL-4 joue un 
rôle crucial dans la régulation de la réponse par la sécrétion d’Ab. Les signalisations de l’IL-4 
(STAT6) associées à celle du CD40 (NF-κB) agissent en synergie pour induire la forte expression de 
l’enzyme AID requise pour la CSR et les SHM (180-182). L’IL-4 promeut l’expression des isotypes 
IgG1 et IgE chez la souris (180, 183) tandis que les IgG4 et IgE sont induits chez l’Homme (184). 
Par ailleurs, la stimulation in vitro des lymphocytes B par l’IL-4 et l’engagement du CD40 permet 
la culture et l’expansion des lymphocytes B (185-187). 
L’interleukine-21 
L’IL-21 est une cytokine pléiotrope découverte en 2000 par Parrish-Novak et al. (188, 189). 
Elle est principalement sécrétée par les lymphocytes TFH (190, 191), mais aussi par les lymphocytes 
TH17 et les cellules natural killer T (NKT), et elle est impliquée dans la régulation des fonctions de 
nombreuses cellules immunitaires, dont les lymphocytes B (192-194). L’IL-21 joue un rôle 
fondamental dans la prolifération des lymphocytes B, la CSR et la différenciation en PC tant chez 
la souris que chez les humains (195, 196). Chez l’Homme, l’IL-21 induit fortement la prolifération 
des lymphocytes B costimulés par le CD40 (188) et biaise la CSR des lymphocytes B naïfs vers 
l’IgG1 et IgG3 tout en augmentant la sécrétion de ces isotypes par les lymphocytes BMEM (197-
200). Les IgA, notamment l’IgA1, sont également induits (199, 200), mais l’IL-21 est un régulateur 
négatif de la réponse par IgE (201-203). De nombreuses études ont démontré le rôle de l’IL-21 
dans l’induction d’une prolifération importante et la différenciation des lymphocytes B humains, 
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quelle que soit leur localisation (sang de cordon ou périphérique, rate ou amygdales) ou leur 
étape de différenciation (transitionnel, naïf, mémoire ou lymphocytes B des GC) (198-200, 204, 
205).  
Les lymphocytes B humains naïfs et des GC expriment le récepteur de l’IL-21 (IL-21R) de 
façon constitutive et son expression peut être augmentée sur les cellules naïves, ou induite sur 
les lymphocytes BMEM par l’activation du CD40 in vitro (204). Suivant son engagement, il se 
dimérise avec la chaîne γc (169) ce qui mène au recrutement de JAK1 et JAK3 et à l’activation 
principale de STAT3 (206-208); STAT1 et STAT5 peuvent également être activées (209-211). Les 
protéines STAT forment des homo- ou hétérodimères qui modulent l’expression de nombreux 
gènes dont des facteurs de transcription régulant la biologie du lymphocyte B (212). Les modèles 
murins ont mis en évidence que l’IL-21 régule la réaction des GC en maintenant l’expression des 
facteurs de transcription BCL-6 et AP4 par les lymphocytes B des GC (164, 213-215). Associé à 
d’autres facteurs de transcription, BCL-6 régule la production des Ig et la CSR en induisant 
l’expression de l’enzyme AID (198, 206). Bien que BCL-6 bloque la différenciation en PC en 
réprimant l’expression de BLIMP-1 (216), la signalisation synergique du IL-21R et du CD40 
augmente la capacité de STAT3 à induire la transcription du gène PRDM1 (PR domain zinc finger 
protein 1) codant pour BLIMP-1 (217). L’expression accrue de BLIMP-1 mène à la production de 
XBP-1 (218) et à l’inhibition de BCL-6, PAX5 (paired box 5) et c-MYC ce qui enclenche le 
programme transcriptionnel de différenciation en PC tout en diminuant l’expression du CIITA 
(MHC class II transactivator) et du CMH-II (219). Les facteurs de transcription BLIMP-1 et XBP-1, 
associés à IRF4 (IFN regulatory factor 4) guident la différenciation des lymphocytes B en PC 
sécrétant des Ab in vitro et in vivo (121, 194, 199, 217). De plus, l’IL-21 induit l’expression du 
récepteur de haute affinité de l’IL-2 (IL-2Rα/CD25) par les lymphocytes B naïfs leur permettant de 
répondre à la stimulation par l’IL-2, ce qui accroît leur différenciation en PC et leur sécrétion d’Ig 
(207).  
De plus, l’IL-21 semble favoriser la survie et la sécrétion d’Ig par les PC nichés dans les SLO 
(220) ou générés in vitro, en induisant l’expression du IL-6R (198). Toutefois, elle mène à 
l’apoptose par l’induction de BIM si les lymphocytes B ne reçoivent pas l’aide des lymphocytes T 
ou en présence de signaux TLR (196, 221, 222). Attridge et al., ont démontré que l’IL-21 promeut 
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l’expression du CD86 par les lymphocytes B murins ce qui leur confère une meilleure capacité de 
costimulation des lymphocytes T (223). L’IL-21 joue ainsi un rôle crucial dans la réponse humorale 
en favorisant la prolifération, la CSR et la différenciation en PC des lymphocytes B. 
 
Figure 3. –  Les interactions synaptiques entre les lymphocytes B et TFH [adaptée de (77)] 
Les interactions entre les lymphocytes B et les lymphocytes T 
non conventionnels 
Outre les interactions avec les lymphocytes TFH, les lymphocytes B peuvent recevoir des 
signaux d’aide de la part d’autres cellules immunitaires, dont les cellules NKT invariantes 
(invariant NKT; iNKT). Ces cellules sont une population hétérogène de lymphocytes T non 
conventionnels qui possèdent un TCR semi-invariant reconnaissant des Ag glycolipidiques tels que 
l’agoniste α-galactosylcéramide, présentés par la molécule CD1d, un analogue 
non-polymorphique du CMH-I. Les cellules iNKT influencent les réponses des lymphocytes B par 
des interactions directes ou par la modulation des réponses d’autres cellules immunitaires 
comme les DC et les lymphocytes TH CD4+ (224-226). Les cellules iNKT folliculaires (follicular helper 
iNKT; iNKTFH) sont une sous-population de cellules iNKT qui partagent de nombreuses 
caractéristiques avec les lymphocytes TFH. Elles expriment CXCR5, PD-1, CD28, ICOS, BCL-6 et sont 
retrouvées au sein des follicules (227) et des GC nouvellement formés (228). Elles interagissent 
directement avec les lymphocytes B (228, 229) et fournissent des signaux d’aide par l’engagement 
du CD40, CD80/CD86, ICOSL et la sécrétion d’IFN-γ et d’IL-21 (228, 230, 231). Bien que ces cellules 
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participent à induire les réponses humorales des lymphocytes B, elles ne semblent généralement 
pas mener à la mise en place d’une mémoire immunitaire (228, 231, 232).  
Les lymphocytes B peuvent également interagir avec les lymphocytes T γδ. Contrairement 
aux lymphocytes TH CD4+ et CD8+ ayant un TCR hétérodimérique constitué des chaînes α et β, ces 
lymphocytes T non conventionnels expriment un TCR hétérodimérique constitué des 
chaînes γ et δ. Ils constituent une faible population de lymphocytes T périphériques, mais sont 
enrichis dans les tissus épithéliaux comme la peau, l’intestin et les poumons et se retrouvent 
également dans les SLO (233). Les lymphocytes T γδ reconnaissent des phosphoantigènes 
(phosphoAg) non-peptidiques indépendamment de leur présentation sur un CMH. Les 
phosphoAg sont des intermédiaires métaboliques d’origine microbienne ou provenant de cellules 
eucaryotes. Les cellules tumorales étant une source importante de phosphoAg, les 
lymphocytes T γδ sont impliqués dans la réponse immunitaire antitumorale (234). Les 
interactions entre les lymphocytes B et les lymphocytes T γδ ne sont pas entièrement 
caractérisées et plusieurs mécanismes ont été proposés (233). Chez l’Homme, Caccamo et al., ont 
démontré que les lymphocytes T Vγ9+Vδ2+ isolés du sang périphérique expriment CXCR5 et leur 
stimulation par un phosphoAg mène à l’expression de ICOS et du CD40L ainsi qu’à la production 
d’IL-2, IL-4 et d’IL-10. Lors d’une co-culture in vitro, ces signaux aident les lymphocytes B et 
conduisent à une production d’Ab accrue (235). De plus, la stimulation des 
lymphocytes T Vγ9+Vδ2+ par l’IL-21 contribue à l’acquisition de leur fonction d’aide pour les 
lymphocytes B (236). Récemment, Petrasca et al., ont rapporté que la co-culture de 
lymphocytes T Vδ3+ humains avec des lymphocytes B conduit à une augmentation de l’expression 
du CD40, CD86 et de la molécule du CMH-II HLA-DR chez les deux populations cellulaires, et 
promeut la production d’IgM par les lymphocytes B (237).  
 
Les sections précédentes ont décrit le rôle clé des lymphocytes B dans l’immunité 
humorale consistant en leur différenciation cellules sécrétrices d’Ab. Toutefois, les lymphocytes B 
exercent également d’autres fonctions, que nous décrirons dans les paragraphes suivants. 
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Les fonctions alternatives des lymphocytes B 
L’ampleur et l’importance des fonctions alternatives des lymphocytes B ont été mise en 
évidence par l’efficacité des thérapies utilisant des Ab monoclonaux anti-CD20 pour le traitement 
des pathologies auto-immunes (238). Les effets cliniques de la déplétion des lymphocytes B 
proviennent de la perte de fonctions importantes comme la présentation d’Ag, la production de 
cytokines inflammatoires, l’activation des lymphocytes T et la génération de follicules lymphoïdes 
tertiaires (239). Ces fonctions alternatives sont également importantes dans les réponses 
immunitaires physiologiques contre les agents infectieux ou les tumeurs.  
La sécrétion de cytokines 
Par la production de cytokines, les lymphocytes B guident le développement des tissus 
lymphoïdes et modulent les réponses des lymphocytes T effecteurs et mémoires. Ils peuvent aussi 
être pathogéniques dans un contexte d’auto-immunité (240, 241). 
Leur rôle dans l’organogenèse et le remodelage des organes lymphoïdes 
Les lymphocytes B participent à l’organogenèse des SLO par la sécrétion de cytokines 
(242). Dans la rate, les lymphocytes B naïfs sécrètent la lymphotoxine (LT) α1β2 et le TNF-α qui 
sont requis pour le développement des FDC et leur sécrétion de CXCL13 (243-246). Cette 
interaction entre les lymphocytes B et les FDC constitue une boucle de rétroaction positive : la 
LTα1β2 induit la production de CXCL13 par les FDC et réciproquement la CXCL13 promeut la 
chimiotaxie et l’organisation des lymphocytes B en follicules et leur sécrétion de LTα1β2 (247). La 
LTα1β2 contribue aussi à l’organisation de la zone T du stroma(248) et de la zone marginale de la 
rate (246). Dans les GL et les PP, le développement des FDC dépend seulement du TNF-α produit 
par les lymphocytes B (246, 249). De plus, lors d’une inflammation ou d’une infection, la LTα1β2 
produite par les lymphocytes B est responsable du remodelage des SLO. Dans un modèle murin 
d’infection par LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus), la LTα1β2 sécrétée par les cellules B 
est responsable de l’augmentation du volume des GL et l’expansion du réseau de HEV (250). 
Par ailleurs, il est suggéré que l’expression de la LTα1β2 par les lymphocytes B permet la 
formation de structures/organes lymphoïdes tertiaires ectopiques (tertiary lymphoid 
structures/organs, TLS/TLO) dans les tumeurs, les tissus affectés par l’auto-immunité et les 
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greffons (251-255). Les TLO pourraient ainsi être responsables de la réponse immunitaire locale 
permettant notamment la présentation d’Ag (256) ou la production d’Ab protecteurs (infection, 
cancer, athérosclérose) ou pathogéniques (auto-immunité) au niveau des sites d’inflammation 
(257). Dans les tumeurs de mélanome, de carcinome à cellules rénales et différents types de 
sarcomes, la présence de TLS et des lymphocytes B est associée à un pronostic favorable lorsque 
les patients reçoivent des traitements d’immunothérapie (258-260).  
Leur rôle dans la modulation des réponses immunitaires 
Les lymphocytes B peuvent contrôler la polarisation des réponses des lymphocytes T CD4+ 
effecteurs et la formation des cellules T mémoires par diverses cytokines (242). Harris et al., ont 
démontré que les lymphocytes B peuvent se différencier en deux sous-populations, nommées 
Be1 (B effector 1) et Be2 qui sécrètent des cytokines associées aux phénotypes TH1 (TNF-α, IFN-γ, 
IL-2 et IL-12) et TH2 (IL-4, IL-6, IL-10 et IL-12). Ces cytokines sont capables de polariser la 
différenciation des lymphocytes T CD4+ vers les phénotypes TH1 et TH2, respectivement (261, 
262). Li et al., ont récemment rapporté que les lymphocytes B humains sont importants dans les 
réponses des lymphocytes TH1 et TH17 contre l’infection à Candida albicans. Ils présentent les Ag 
fongiques par CMH-II, fournissent les signaux de costimulation par le CD80/CD86 et produisent 
du GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) et de l’IL-6. Le GM-CSF amplifie 
leur production d’IL-6 et cette dernière participe directement à la différenciation des lymphocytes 
T CD4+ en TH17 (263).  
Les lymphocytes B peuvent aussi réguler négativement l’immunité afin de maintenir 
l’homéostasie (264). Diverses populations de lymphocytes B régulateurs (BREG) ont été décrites 
chez la souris et l’Homme, toutes définies par la production de la cytokine anti-inflammatoire 
IL-10 (264-266). Les lymphocytes BREG régulent l’immunité par différents mécanismes (266, 267) 
et notamment par la sécrétion d’IL-35 (268) et de TGF-β (269). L’IL-35 induit elle-même la 
différenciation des lymphocytes B humains en lymphocytes BREG (270). Ces cytokines 
anti-inflammatoires sécrétées par les lymphocytes BREG inhibent la prolifération des lymphocytes 
T CD4+ et leur différenciation en TH1/17 et inhibent les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Ils 
induisent aussi la différenciation des lymphocytes T régulateurs et peuvent entraver les fonctions 
des DC, Mφ, neutrophiles et des cellules NK (266, 267).  
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Les lymphocytes B sont des APC professionnelles 
L’induction des réponses immunitaires et de la tolérance centrale 
Les lymphocytes B activés sont des APC professionnelles (271). Grâce à la spécificité de 
leur BCR, ils reconnaissent, capturent, apprêtent et présentent très efficacement sur leur CMH-II 
des Ag présents en faible concentration. Dans les SLO, cette fonction est cruciale pour l’activation 
des lymphocytes T CD4+ TFH, et l’obtention de leurs signaux d’aide (272, 273). Des études récentes 
ont confirmé le rôle des lymphocytes B en tant qu’APC professionnelles. Un modèle murin 
d’infection à Plasmodium a démontré que ce sont les lymphocytes B qui induisent une réponse 
forte des lymphocytes T CD4+ et leur différenciation vers le phénotype TFH (60). De façon similaire, 
les lymphocytes B sont les APC professionnelles responsables de l’initiation de la réponse des 
lymphocytes T CD4+ contre une nanoparticule pseudo-virale (virus-like particule, VLP) ou le virus 
influenza A inactivé (59). Dans ces deux études, l’initiation des lymphocytes T CD4+ ne nécessite 
pas la présentation d’Ag par les DC et dépend uniquement des lymphocytes B (59, 60). Dans un 
contexte vaccinal, les lymphocytes B semblent être les APC impliquées dans la génération et le 
maintien des lymphocytes T mémoires CD4+ TH1 (274).  
Les lymphocytes B jouent aussi un rôle important dans la tolérance centrale des 
lymphocytes T. Ils font partie des APC qui résident dans le thymus où ils présentent des Ag pour 
induire la délétion clonale des thymocytes CD4+ autoréactifs (275-277). Cependant, les 
lymphocytes B peuvent être pathogéniques et être eux-mêmes responsables du développement 
de maladies auto-immunes (278) et du rejet de greffes allogéniques (279, 280) par la présentation 
d’auto- ou alloantigènes, respectivement. 
Les lymphocytes B sont des APC efficaces in vitro 
Les fonctions de présentation d’Ag des lymphocytes B peuvent être induites et exploitées 
in vitro. En 1991, Banchereau et al., ont démontré que la culture à long terme in vitro de lignées 
cellulaires de lymphocytes B humains pouvait être établie par la stimulation continue du CD40 et 
par l’IL-4 (CD40-B) ce qui mime partiellement les signaux fournis par les lymphocytes TFH (186, 
281). Depuis, des travaux effectués par notre laboratoire et d’autres équipes se sont concentrés 
sur l’utilisation des cellules CD40-B pour l’induction de réponses immunitaires contre des Ag 
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spécifiques. Schultze et al., ont été les premiers à démontrer que les cellules CD40-B humaines 
étaient des APC très efficaces capables d’induire l’activation d’une réponse des lymphocytes T 
CD8+ spécifiques à un Ag (282). Des travaux de notre laboratoire ont par la suite établi que les 
cellules CD40-B humaines chargées en présence de lysats de cellules du mélanome étaient 
capables d’internaliser les Ag exogènes indépendamment de la spécificité de leur BCR, de les 
apprêter et les présenter de façon efficace sur leur CMH-II et ainsi induire l’activation des 
lymphocytes T CD4+ mémoires spécifiques des Ag tumoraux (283). Les travaux de von Bergwelt 
et al., ont ensuite rapporté que les lymphocytes T CD4+ naïfs pouvaient également être activés 
(284). Par ailleurs, les cellules CD40-B générées ex vivo et chargées avec des Ag peuvent présenter 
les Ag par CMH-I ou CMH-II et possèdent des propriétés immunostimulatrices puissantes, car elles 
sont capables de réaliser l'initiation des lymphocytes T CD8+ et CD4+ in vitro et in vivo (285-287). 
Nous avons également démontré que les cellules CD40-B transfectées avec de l’ADN ou de l’acide 
ribonucléique (ARN) codant pour des Ag viraux ou tumoraux induisent des réponses 
fonctionnelles des lymphocytes T contre ces Ag (288-290). 
Puisque les lymphocytes B représentent une plus grande population des cellules 
immunitaires circulantes que les DC, il est aisé d’en obtenir à partir d’un faible volume de sang 
périphérique et leur stimulation par le CD40 et l’IL-4 permet de les accroître ex vivo. Puisque ce 
sont des APC efficaces, les cellules CD40-B générées in vitro peuvent être une alternative aux DC 
ou aux DC dérivées des monocytes (monocyte-derived DC, MoDC) tant pour les applications de 
recherche fondamentale que clinique comme la vaccination. Elles permettent de surpasser les 
difficultés du protocole de préparation des DC ou de culture des MoDC in vitro (282, 291, 292). 
Dans le sang périphérique, les DC sont une population rare et très hétérogène (293) et il est 
nécessaire d’effectuer une leucaphérèse afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules pour une 
utilisation clinique (294). Les MoDC sont quant à elles obtenues par la différenciation ex vivo des 
monocytes CD14+ avec le GM-CSF et l’IL-4, puis leur maturation est réalisée par leur stimulation 
avec un cocktail de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l'IL-1β et l'IL-6 avec la 
prostaglandine E2 (295) et l’IFN-γ (296) ou encore avec le CD40L (297). Les MoDC générées sont 
hétérogènes et leurs phénotypes varient selon les conditions de culture in vitro (298). Elles ne 
ressemblent pas aux DC conventionnelles, mais elles sont similaires aux DC inflammatoires, une 
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autre sous-population hétérogène de DC. De plus, les MoDC semblent avoir une capacité de 
migration limitée dans les SLO (293, 294, 299). 
Les études dans des modèles murins ont démontré que les cellules CD40-B expriment 
fortement et de façon stable des molécules de costimulation et sont aussi efficaces que les DC 
pour présenter des peptides aux lymphocytes T CD4+ et CD8+ (300). De plus, la vaccination avec 
des cellules CD40-B murines chargées avec des Ag peut conduire à l'initiation des lymphocytes T 
CD8+ spécifiques in vivo (286) et induire une réponse antitumorale des CTL comparable à celle 
induite par les DC (301). Chez l’Homme, les cellules CD40-B de donneurs sains ou de patients 
atteints de cancers ont une expansion in vitro ainsi que des propriétés de présentation d’Ag et de 
migration similaires (302). Enfin, les cellules CD40-B humaines générées ex vivo expriment des 
molécules d’adhésion et des récepteurs de chimiokines requis pour la migration et leur résidence 
dans les SLO et démontrent une propension à migrer vers leurs ligands respectifs in vitro ce qui 
suggère ainsi qu’elles pourraient migrer vers les SLO afin d’interagir avec les lymphocytes T in vivo 
(302, 303). 
Les lymphocytes B sont très polyvalents et exercent diverses fonctions dont la sécrétion 
d’Ab est centrale à la réponse humorale. Par la sécrétion de cytokines et la présentation d’Ag, ils 
modulent les réponses d’autres cellules immunitaires, dont les lymphocytes T. Dans le Chapitre 3, 
nous avons caractérisé les cellules CD40-B humaines stimulées in vitro avec l’IL-4 ou l’IL-21 ou la 
combinaison des deux cytokines et évalué leur capacité respective à être des APC efficaces 
capables d’induire l’activation in vitro des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques spécifiques d’Ag. 
Dans la section suivante, l’induction de la réponse cellulaire des CTL sera abordée. 
L’induction de l’immunité adaptative à médiation cellulaire 
L’immunité cellulaire par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques est essentielle à 
l’élimination des cellules tumorales et des cellules infectées par des micro-organismes. Ils sont 
aussi impliqués dans le rejet de greffe allogénique. Grâce à leur TCR spécifique, ils reconnaissent 
des Ag étrangers à l’organisme (non-soi) présentés par les molécules du CMH-I exprimées à la 
surface des cellules nucléées. La voie de présentation par CMH-I sera détaillée dans la section 
La voie de présentation d’antigènes par le CMH de classe I. Les Ag du non-soi peuvent être des 
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Ag du soi altérés (peptide muté dérivé d’une protéine mutée) ou des Ag dérivés d’agents 
infectieux. Après leur développement, les lymphocytes T CD8+ naïfs émigrent du thymus et 
colonisent les SLO dans l’attente de rencontrer l’Ag pour lequel ils sont spécifiques.  
L’engagement du TCR et les signaux de costimulation et de co-inhibition 
L’initiation des lymphocytes T CD8+ requiert trois signaux principaux. Le premier signal 
correspond à la reconnaissance de l’Ag par le TCR grâce à sa présentation sur le CMH-I d’une APC 
professionnelle mature. L’engagement du TCR induit une cascade de signalisation qui mène à 
l’activation du lymphocyte T (304, 305). Les APC patrouillent l’organisme à la recherche d’Ag du 
non-soi et sont sensibles aux signaux inflammatoires fournis par les PRR. L’activation de ces 
récepteurs conduit à leur maturation et leur migration de la périphérie vers les SLO afin d’initier 
la réponse immunitaire (3). Le statut de maturation de l’APC est crucial, car la présentation par 
une APC mature mène à l’activation des CTL alors qu’une APC immature entraîne la tolérance 
(anergie ou délétion) (306). Les DC conventionnelles de type 1 (cDC1) sont classiquement 
responsables de l’initiation des CTL car elles semblent être les cellules les plus efficaces à effectuer 
la présentation croisée d’Ag exogènes (307-309). Les mécanismes de la présentation croisée d’Ag 
seront détaillés dans la section Les voies de présentation croisée d’antigènes. Toutefois, d’autres 
APC comme les cDC2 et les MoDC peuvent aussi induire l’immunité cellulaire par les CTL(299, 310, 
311). Par exemple, Kuhn et al., ont démontré que les MoDC activent les réponses antitumorales 
des lymphocytes T CD8+ spécifiques chez les souris ayant des tumeurs de mélanome et traitées 
avec un agent immunostimulant et Mycobacterium smegmatis (312). De façon similaire, dans un 
modèle murin d’infection aigüe à LCMV, les MoDC jouent un rôle crucial dans la génération de 
lymphocytes T CD8+ mémoires (313).  
Pour activer complètement le lymphocyte T, l’APC doit fournir un signal de costimulation 
(deuxième signal) qui détermine le destin cellulaire du lymphocyte T. Les APC matures expriment 
les molécules de costimulation CD80 et CD86 qui sont les ligands du CD28 à la surface des 
lymphocytes T; le CD28 constitue le récepteur de costimulation majeur requis lors de l’initiation 
(314). Son engagement permet d’amplifier les signaux transduits par le TCR et il déclenche une 
signalisation propre régulant la biologie du lymphocyte T (315). L’absence de signaux de 
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costimulation fournie par le CD28 conduit à l’anergie des cellules T naïves (316, 317). Par ailleurs, 
les lymphocytes T reçoivent des signaux de costimulation par l’engagement d’autres récepteurs 
de la famille CD28/B7 comme ICOS ou par l’intermédiaire de récepteurs de la famille des 
TNF/TNFR dont font partie les récepteurs CD27, OX40, 4-1BB et le CD40L. À l’exception du CD27, 
l’expression de ces récepteurs est induite plusieurs heures suivant l’engagement du TCR/CD28; 
ils sont donc impliqués dans les étapes tardives d’activation des lymphocytes T (318, 319). Une 
étude a démontré que la vaccination de souris portant des tumeurs de mélanome avec des 
lymphocytes B modifiés génétiquement pour coexprimer le CD40L et CD70 ou OX40L et chargés 
avec des peptides, conduit à une réponse antitumorale des CTL plus efficace que la vaccination 
avec les DC dérivées de la moelle osseuse (bone marrow-derived DC, BMDC) (320). De façon 
similaire, les cellules CD40-B murines transfectées avec les ARNm codants pour OX40L, 4-1BBL et 
l’IL-12p70 induisent une plus forte prolifération des lymphocytes T CD8+ et leur sécrétion d’IL-2 
et d’IFN-γ. Ces cellules sont aussi efficaces que les BMDC pour induire la réponse cytotoxique des 
CTL in vitro mais la vaccination avec les BMDC semble être plus efficace pour initier les CTL in vivo 
(321).  
L’activation des lymphocytes T induit également l’expression de récepteurs co-inhibiteurs 
comme CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4), PD-1 et TIM-3 (T cell immunoglobulin and 
mucin domain-containing 3) qui freinent et inhibent l’activation des lymphocytes T lorsqu’ils sont 
engagés par leurs ligands respectifs, CD80/86, PD-L1/2 et la galectin-9, exprimés par l’APC. Ces 
récepteurs inhibiteurs régulent la réponse immunitaire et permettent de contracter la population 
de lymphocytes T amplifiée afin de revenir à l’homéostasie (322, 323). L’initiation efficace des CTL 
requiert donc l’expression majoritaire de ligands de costimulation par l’APC et la régulation fine 
de l’expression des récepteurs de costimulation et de co-inhibition par les lymphocytes T afin que 
la réponse progresse et soit contrôlée convenablement. 
La stimulation par les cytokines pro-inflammatoires 
Afin de compléter l’activation des lymphocytes T, les APC fournissent un troisième signal 
aux CTL par l’intermédiaire de la sécrétion de cytokines. L’IL-12 et les IFN-α/β de type I fournissent 
ce signal crucial afin d’augmenter l’expansion clonale des CTL, de promouvoir l’acquisition de 
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leurs fonctions effectrices incluant leur activité cytotoxique et la production d’IFN-γ (324, 325). 
La sécrétion de ces cytokines pro-inflammatoires est induite par la maturation des APC à la suite 
de l’engagement des PRR comme les TLR ou bien par l’engagement du récepteur CD40 par 
l’interaction avec les lymphocytes TH CD4+ (326, 327). Les IFN-α/β sont principalement sécrétés 
par les DC plasmacytoïdes (plasmacytoid DC, pDC) (328).  
L’activation des CTL est un processus finement régulé qui nécessite trois signaux 
principaux fournis par une APC mature permettant ainsi d’empêcher leur suractivation. 
L’obtention de ces signaux orchestre la prolifération, la migration et l’acquisition des fonctions 
effectrices des CTL incluant la production de cytokines (IL-2, IFN-γ) et leur activité cytolytique. 
La présentation antigénique 
La présentation d’Ag par les APC est centrale à l’induction des réponses immunitaires 
adaptatives et elle constitue une fonction clé des lymphocytes B. On distingue trois voies : la 
présentation classique et croisée par CMH-I et la présentation par CMH-II permettant l’activation 
respective des lymphocytes T CD8+ et CD4+ (329, 330). 
La voie de présentation d’antigènes par le CMH de classe I 
Les molécules du CMH-I, HLA (human leukocyte antigen)-A, B et C chez l’Homme, sont 
exprimées à la surface de toutes les cellules nucléées. Elles sont formées par l’association d’une 
chaîne lourde transmembranaire polymorphique alpha (αHc) et de la β2-microglobuline (β2m) 
créant un sillon dans lequel les peptides de 8-10 résidus d’acides aminés s’insèrent (Figure 4).  
Les CMH-I présentent des peptides dérivés de protéines cytosoliques ou nucléaires 
synthétisées par la cellule. Dans les cellules saines, toutes les protéines sont des protéines 
autologues pour lesquelles les lymphocytes T CD8+ sont tolérants (331, 332). Toutefois, lorsque 
la cellule exprime des protéines avec des séquences mutées (cellules cancéreuses), des protéines 
dérivées de gènes d’agents pathogènes (infections virales), ou de gènes polymorphiques 
étrangers (transplantation), ces peptides du non-soi sont présentés ce qui permet aux CTL de 
détecter et détruire ces cellules anormales (329). Toutes les protéines synthétisées par la cellule 
sont dégradées en fragments peptidiques par le protéasome 26S qui est un complexe 
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enzymatique multiprotéique (333) (Figure 4). Les cellules immunitaires telles que les DC et 
lymphocytes B expriment de façon constitutive un immunoprotéasome dont l’expression peut 
être induite dans les cellules non immunitaires par la stimulation des IFN lors d’une infection 
virale. Il hydrolyse les protéines au niveau de sites de clivage différents du protéasome et apprête 
les Ag plus efficacement pour leur présentation sur les CMH-I (332). 
La plupart des peptides générés par les protéasomes ont des longueurs variées et sont 
intégralement dégradés par des peptidases cytosoliques (334, 335). Toutefois, une faible 
proportion des peptides sont dégradés partiellement puis entrent dans la lumière RE par le 
transporteur peptidique spécialisé TAP (hétérodimère TAP1/2, transporter associated with 
antigen processing) inséré dans la membrane du RE (336, 337). Dans le RE, les peptides longs sont 
taillés à une longueur de 8-9 résidus d’acides aminés par les aminopeptidases ERAP1/2 (ER 
aminopeptidase 1/2) afin d’être chargés sur les CMH-I (338) (Figure 4).  
Dans le RE, les CMH-I vides nouvellement synthétisés sont associés avec des protéines 
chaperonnes qui participent à leur repliement et facilitent leur recrutement au niveau du 
complexe de chargement peptidique (peptide-loading complex, PLC). Au niveau du PLC, la 
protéine chaperonne tapasine, associée à TAP (339), maintient les CMH-I dans une conformation 
ouverte, et facilite le chargement de peptides de haute affinité façonnant ainsi le répertoire des 
peptides présentés (339, 340) (Figure 4). Lorsqu’un peptide est associé de façon stable, les 
protéines chaperonnes sont libérées et les complexes peptide-CMH-I (pCMH-I) quittent le RE et 
transitent par l’appareil de Golgi avant de rejoindre la surface de la cellule. Les peptides non 
associés et les CMH-I ayant un repliement non fonctionnel sont transportés dans le cytosol par le 
complexe ERAD (ER-associated degradation) pour qu’ils soient dégradés (341, 342) (Figure 4). 
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Figure 4. –  La voie de présentation par le CMH de classe I [adaptée de (337)] 
La voie de présentation d’antigènes par le CMH de classe II  
Les molécules du CMH-II, HLA-DR, DP et DQ chez l’Homme, sont principalement exprimées 
à la surface des APC professionnelles que sont les DC, les Mφ et les lymphocytes B et présentent 
des Ag exogènes aux lymphocytes T CD4+ (272, 343). Les cellules non immunitaires peuvent 
exprimer les CMH-II en réponse à différents stimuli comme l’IFN-γ qui induit l’activation du CIITA 
(343, 344). Les CMH-II sont assemblés dans le RE, mais leur maturation fonctionnelle et le 
chargement avec les peptides de 13 à 25 résidus d’acides aminés s’effectue dans le compartiment 
endolysosomal (345) (Figure 5). Les CMH-II sont constitués de deux chaînes polymorphiques α et 
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β associées la chaîne invariante I (Ii, CD74) qui promeut leur repliement adéquat et protège le 
sillon peptidique, inhibant ainsi le chargement de peptides dans le RE (346). Une fois assemblé, 
les complexes Ii-CMH-II quittent le RE et sont guidés vers la membrane plasmique ou le 
compartiment de CMH-II (MHC-II compartment¸ MIIC) (347). Le MIIC correspond aux endosomes 
tardifs riches en enzymes de dégradation et il existe sous la forme de corps multivésiculaires ou 
de structures multilamellaires (343, 348) (Figure 5). Contrairement aux DC et Mφ, les lymphocytes 
B non activés possèdent peu de CMH-II présents dans les endosomes tardifs, ceux-ci sont 
préférentiellement localisés à la surface cellulaire et dans les endosomes précoces (349).  
Les Ag exogènes peuvent être internalisés par phagocytose, pinocytose ou endocytose qui 
dépend de récepteurs comme c’est le cas pour les lymphocytes B (272, 343). Les lymphocytes B 
peuvent également endocyter des Ag de façon indépendante du BCR (283). Les vésicules 
d’endocytose subissent une cascade de changements biochimiques qui entraînent leur évolution 
en endosomes précoces puis tardifs par la fusion avec les lysosomes. Leur pH acide permet 
l’activation de nombreuses protéases et enzymes lysosomales comme la réductase GILT 
(gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reductase) (272). Les protéases dégradent les Ag en 
peptides et catalysent également la protéolyse progressive de la chaîne Ii liée au CMH-II jusqu’à 
ce qu’il ne reste qu’un peptide résiduel CLIP (class II–associated invariant chain peptide) associé 
avec le sillon peptidique. Parmi les protéases lysosomales, la cathepsine S est impliquée dans la 
dernière étape d’hydrolyse menant au peptide CLIP (350) (Figure 5).  
Par la suite, les CMH-II interagissent avec HLA-DM qui les stabilise dans une conformation 
induisant la dissociation de CLIP et des peptides de faible affinité, mais catalyse l’association avec 
des peptides de haute affinité jouant ainsi un rôle d’édition (351). Les fonctions de HLA-DM sont 
modulées par HLA-DO qui régule ainsi finement le processus de sélection des épitopes présentés 
(272, 352, 353) (Figure 5). L’expression de HLA-DO est majoritairement limitée aux lymphocytes 
B et est diminuée par leur activation (283, 354, 355). Elle est également exprimée par certaines 
sous-populations de DC et des cellules épithéliales du thymus (272, 353, 354). Lorsque les CMH-II 
ont lié un peptide de façon stable, les complexes pCMH-II quittent les endosomes tardifs et 
transitent jusqu’à la membrane plasmique (272, 343).  
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Figure 5. –  La voie de présentation par le CMH de classe II 
Les voies de présentation croisée d’antigènes 
La présentation croisée d’Ag a été décrite pour la première fois en 1976 par Bevan et al., 
dans un contexte de transplantation allogénique (356). Ce mécanisme consiste en la présentation 
d’épitopes dérivés des protéines exogènes (protéines extracellulaires, micro-organismes et 
cellules mortes internalisées) sur les CMH-I afin d’activer les lymphocytes T CD8+. Elle permet ainsi 
aux APC d’induire la réponse des CTL contre des Ag viraux provenant de virus qui ne les ont pas 
infectées ou contre des Ag tumoraux. Les mécanismes de présentation croisée ont été 
64 
principalement étudiés dans les DC. Les cDC1 (CD8α+ et CD103+ chez la souris et CD141+ chez 
l’Homme) sont généralement considérées comme les DC les plus efficaces à réaliser la 
présentation croisée d’Ag exogènes (307). L’étude des cDC1 CD8α+ murines a notamment révélé 
que ces cellules limitent la dégradation des Ag exogènes par la production d’espèces réactives de 
l’oxygène (reactive oxygen species, ROS) dans les endosomes (357, 358) et possèdent une 
expression plus élevée des protéines impliquées dans l’apprêtement des Ag pour leur 
présentation par CMH-I (359). Toutefois, il a été démontré que plusieurs autres sous-populations 
de DC murines et humaines comme les cDC2 (CD1c+) et les pDC (CD123+) possèdent aussi des 
capacités de présentation croisée (307, 360, 361). Par ailleurs, nos travaux précédents ont 
démontré que les cellules CD40-B sont capables de présenter des protéines exogènes par les 
CMH-I (362, 363). D’autres groupes ont également étudié la capacité de présentation croisée des 
lymphocytes B in vitro et in vivo (364-369). Deux voies de présentation croisée distinctes ont été 
décrites, la voie cytosolique et la voie vacuolaire (307, 330) (Figure 6). 
La voie cytosolique 
Les Ag présentés par la voie cytosolique sont internalisés par phagocytose, pinocytose ou 
endocytose puis transloquent à travers la membrane du phagosome/endosome. Dans le 
cytoplasme, ils sont dégradés par le protéasome, dont les sous-unités cytosoliques peuvent 
s’associer de façon transitoire avec la membrane des phagosomes (370, 371). Les peptides 
générés sont transportés dans le RE par le transporteur TAP afin d’être apprêtés et chargés sur 
les CMH-I de façon similaire à la présentation classique par CMH-I (372). Par ailleurs, il a été 
démontré que des vésicules provenant du compartiment intermédiaire RE-Golgi (endoplasmic 
reticulum-Golgi intermediate compartment, ERGIC) fusionnent avec la membrane des 
endosomes/phagosomes (370, 371, 373) par un mécanisme qui semble dépendre de la protéine 
Sec22b insérée dans la membrane des vésicules (374). Des protéines du RE telles que le PLC 
incluant TAP, la tapasine et les CMH-I se retrouvent ainsi au niveau des endosomes/phagosomes. 
Les peptides générés dans le cytosol peuvent donc retourner dans les mêmes 
endosomes/phagosomes pour être chargés sur les CMH-I (370, 375, 376). Les CMH-I peuvent 
aussi provenir de leur recyclage à partir de la membrane plasmique (377) (Figure 6). De retour 
dans les endosomes/phagosomes, les peptides peuvent être taillés à la longueur adéquate pour 
65 
leur chargement sur le CMH-I par l’aminopeptidase IRAP (insulin-regulated aminopeptidase) qui 
joue un rôle similaire à ERAP1/2 dans le RE (378) (Figure 6). Récemment, il a été démontré que 
des protéasomes actifs sont recrutés au sein même dans les phagosomes/endolysosomes où ils 
dégradent les Ag internalisés ce qui facilite le chargement direct des épitopes sur les CMH-I (379).  
Les mécanismes par lesquels les Ag sont transportés des endosomes/phagosomes vers le 
cytosol ne sont pas entièrement caractérisés (380). Les travaux de Singh et al., ont démontré que 
la réductase lysosomale GILT est essentielle à la présentation croisée par son rôle dans le 
dépliement des Ag qui est requis pour leur translocation avant qu’ils soient repliés dans le cytosol 
par la protéine chaperonne HSP90 (heat shock protein 90) (381, 382). Il a été proposé que le 
complexe ERAD et notamment les protéines Sec61, pourraient former le translocon responsable 
de l’export des Ag exogènes des endosomes/phagosomes vers le cytosol de façon similaire à leur 
rôle dans le transport des protéines mal repliées du RE vers le cytosol (341, 383-386) (Figure 6). 
L’AAA-ATPase p97 requise pour les fonctions d’ERAD semble également importante pour la 
présentation croisée en permettant de fournir l’énergie nécessaire à la translocation des Ag (383, 
384, 387, 388). Il est possible que la translocation des Ag requière différents mécanismes. Dans 
les DC, il a été suggéré que les Ag pourraient être relargués dans le cytosol à cause d’une fuite 
des endosomes résultant de dommages membranaires causés par la peroxydation des lipides par 
les espèces réactives de l’oxygène produites par le complexe NOX2 (nicotinamide adénine 
dinucléotide phosphate oxydase 2) inséré dans la membrane endosomale (389) (Figure 6).  
La voie vacuolaire 
Lors de la présentation croisée par la voie vacuolaire, l’ensemble des processus 
d’apprêtement et de chargement de l’Ag s’effectue uniquement dans les compartiments 
endolysosomaux. Les Ag internalisés sont dégradés par les protéases lysosomales et les peptides 
sont chargés sur les CMH-I dans le même compartiment où s’effectue la dégradation (Figure 6). 
Cette voie de présentation n’est pas affectée par des inhibiteurs ciblant le protéasome, ou la 
déficience en TAP. Toutefois, certaines études ont rapporté une voie de présentation croisée 
vacuolaire qui dépend de TAP, car sa déficience inhibe l’export du RE de certains CMH-I 
nouvellement synthétisés (390). La cathepsine S joue un rôle prééminent dans la dégradation des 
Ag dans la voie vacuolaire par sa propriété unique lui permettant d’être hautement active au pH 
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neutre requis pour le chargement des peptides sur les CMH-I (391). D’autres protéases semblent 
impliquées dans la génération des peptides pouvant s’associer au CMH-I dans le compartiment 
endosomal comme IRAP (392). Certaines études rapportent l’importance des endosomes de 
recyclage pour le chargement des peptides dans la voie vacuolaire (393, 394) (Figure 6). 
Bien que la plupart des études rapportées décrivent majoritairement la présentation 
croisée cytosolique, certains Ag semblent emprunter intégralement une voie vacuolaire. Par 
exemple, la nucléotidase de Leishmania major est présentée par cette même voie (395). Le virus 
influenza est présenté par une voie rapide indépendante du protéasome par les pDC (393). Dans 
un modèle murin déficient en TAP, l’engagement du TLR-9 par l’ADN riche en motifs CpG 
augmente l’efficacité de la présentation croisée de l’ovalbumine (OVA) soluble par la voie 
vacuolaire (396). Le couplage d’un peptide avec la protéine HSP90 permet une présentation 
croisée par les BMDC indépendamment de TAP, mais qui dépend de la cathepsine S et qui est 
sensible aux inhibiteurs des lysosomes (394). Notre laboratoire a également démontré que des 
épitopes insérés dans des VLP du virus de la mosaïque de la papaye (PapMV) sont présentés par 
une voie de présentation croisée indépendante du protéasome dans les cellules CD40-B (362). 
Nos travaux subséquents ont suggéré un mécanisme similaire pour la présentation d’épitopes 
insérés dans une autre VLP dérivée d’un virus de plante (363). 
Par ailleurs, deux études récentes ont démontré que de longs peptides dérivés des Ag du 
mélanome gp100 (glycoprotéine 100), MART-1 (melanoma antigen recognized by T cells 1) et 
MAGE-A3 (melanoma-associated antigen 3) sont apprêtés puis présentés par la voie vacuolaire 
dans les MoDC immatures humaines (390, 397). Le chargement des peptides s’effectue sur des 
CMH-I nouvellement synthétisés. Ces CMH-I suivent une voie de sécrétion alternative pour 
atteindre les endolysosomes où les peptides chargés dans le RE sont alors échangés par les 
épitopes dérivés des Ag (390, 397). Contrairement à gp100 qui est présenté par HLA-A2, l’épitope 
de MAGE-A3 est présenté par HLA-A1 et sa présentation croisée dépend indirectement de TAP. 
Par son rôle, TAP permet le chargement de peptides dans le RE qui une étape essentielle pour 
l’export de HLA-A1 afin qu’il atteigne les endolysosomes où l’échange pour le peptide de 
MAGE-A3 s’effectue (390). De façon similaire, Tung-Huau et al., ont isolé des MoDC et des Mφ 
dérivés de monocytes à partir d’ascites de la cavité péritonéale de patients atteints de cancer, et 
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ont démontré que ces cellules apprêtent et présentent l’Ag long MART-1 exclusivement par une 
voie vacuolaire qui dépend des cathepsines, mais est indépendante du protéasome (398).  
 
Figure 6. –  Les voies de présentation croisée d’antigènes [adaptée de (307)] 
L’implication de l’autophagie dans les voies de présentation d’antigènes 
L’autophagie ou digestion (phagie) de soi (auto) est un mécanisme constitutif conservé qui 
permet aux cellules de dégrader des protéines cytosoliques et des organites endommagés. Elle 
68 
représente également une réponse de la cellule à des signaux de stress tels que la privation en 
nutriments. Par ce processus, la cellule recycle les éléments de bases résultant de la dégradation 
pour synthétiser de nouveaux composants cellulaires et produire l’énergie suffisante au maintien 
de ses fonctions et à sa survie. Trois mécanismes ont été décrits : la microautophagie, 
l’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (399) et la macroautophagie (400). Nous 
décrirons seulement la macroautophagie que nous nommerons simplement autophagie et qui 
implique les protéines ATG (autophagy-related proteins) (400, 401) (Figure 7). 
Tout d’abord, la privation en nutriments ou d’autres signaux de stress induisent l’inhibition 
de mTORC1 (mTOR complex 1) ce qui provoque la dissociation du complexe ULK1 (Unc-51-like 
kinase 1) et l’initiation de l’autophagie (402, 403). Il s’en suit le processus de nucléation qui 
consiste en la formation d’un segment membranaire appelé phagophore, par l’activité du 
complexe de nucléation constitué notamment de la PI3K de classe III (PIK3C3/PIK3R4) (404). Ce 
complexe catalyse la formation du phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) au niveau de la 
membrane du phagophore (405) ce qui mène au recrutement de deux complexes protéiques de 
conjugaison qui permettent son élongation et la formation de l’autophagosome.  
L’élongation dépend de deux réactions de conjugaison semblables aux réactions 
d’ubiquitination (406). Lors de la première réaction, ATG7 et ATG10 catalysent la liaison covalente 
d’ATG12 à ATG5, puis ATG16L1 se lie à ATG5. Le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 se dimérise puis 
interagit avec le complexe de liaison PI3P par l’intermédiaire d’ATG16L1 (407), et promeut la 
réaction de conjugaison de LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) (408). LC3 
est clivé par la protéase ATG4 pour former LC3-I qui est ensuite conjugué au lipide 
phosphatidyléthanolamine (PE) par ATG7 et ATG3 générant ainsi LC3-II. Ce conjugué est incorporé 
dans les membranes du phagophore et de l’autophagosome où LC3 peut interagir avec des cargos 
qui arborent des motifs d’interaction avec LC3 (406). Les membranes pour l’expansion du 
phagophore sont en partie fournies par des vésicules arborant ATG9 (409). LC3-II est incorporé 
dans la membrane jusqu’à la fusion avec les lysosomes où alors seule la fraction intravacuolaire 
reste associée à l’autophagosome, les autres protéines sont recyclées. Suivant la fusion avec les 
lysosomes le contenu des autophagosomes est dégradé (410) et les produits obtenus sont 
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relargués dans le cytosol par des perméases lysosomales, puis recyclés pour générer de nouveaux 
constituants cellulaires et de l’énergie (Figure 7). 
 
Figure 7. –  Le mécanisme de la macroautophagie [adaptée de (400)] 
L’autophagie est un processus à plusieurs étapes incluant ①l’initiation, ②la nucléation et la 
formation du phagophore, ③l’élongation du phagophore, ④la maturation, ⑤la fusion avec les 
lysosomes, ⑥la dégradation et ⑦le recyclage des nutriments. Le 3-méthyladénine (3-MA) 
inhibe le complexe de nucléation PI3K III. La chloroquine inhibe l’acidification des lysosomes. Les 
inhibiteurs de la cathepsine S affectent spécifiquement cette protéase. La bafilomycine A inhibe 
la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes. L’autophagie peut être induite par le 
traitement à la rapamycine ou la privation en nutriments pour inhiber mTORC1.   
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Le suivi de la génération de LC3-II par western blot ou par microscopie à fluorescence 
lorsque LC3 est fusionnée à une protéine fluorescente comme la green fluorescent protein (GFP) 
est l’une des méthodes permettant d’étudier l’autophagie dans les cellules. Cette méthode 
nécessite des contrôles adéquats comme l’utilisation d’inhibiteurs ciblant spécifiquement des 
étapes clés du processus (Figure 7), car une augmentation de la forme LC3-II peut représenter 
tant une induction de l’autophagie que le blocage de la dégradation des autophagosomes (411).  
L’autophagie est impliquée dans les réponses du système immunitaire tant inné 
qu’adaptatif (412) et est notamment importante pour le développement et les réponses des 
lymphocytes B (413, 414). Les protéines régulant l’autophagie jouent également des rôles dans 
de multiples processus cellulaires comme l’endocytose, la phagocytose et le trafic vésiculaire 
(415). L’autophagie est impliquée dans les différentes voies de présentation d’Ag (416, 417).  
La présentation d’antigènes par le CMH de classe I 
Plusieurs études ont démontré que l’autophagie est impliquée dans la présentation 
classique et croisée par CMH-I, mais les mécanismes décrits sont très variés (418). Lors de la phase 
tardive de l’infection de Mφ par le virus de l'Herpès simplex de type 1 (HSV-1), l’autophagie 
permet une première dégradation de la glycoprotéine B dans les autolysosomes puis les 
polypeptides générés sont pris en charge par le protéasome cytosolique (419, 420). Budida et al., 
ont aussi rapporté un rôle de l’autophagie dans la dégradation et la présentation des Ag viraux 
de HSV-1 par les BMDC (421). L’autophagie est impliquée dans la présentation de peptides dérivés 
de la protéine pUL138 du cytomégalovirus humain (human cytomegalovirus, HCMV) selon une 
voie indépendante du protéasome et de TAP, dont le chargement des CMH-I se déroule dans les 
compartiments endosomaux (422).  
L’autophagie semble également jouer un rôle dans la présentation croisée par CMH-I, mais 
son implication diverge selon les études et la méthodologie employée (423). Premièrement, 
l’autophagie induite dans les cellules mortes améliore la présentation croisée par les DC des Ag 
viraux ou tumoraux associés à ces cellules mortes (424-426). Mintern et al., ont rapporté que 
l’autophagie est induite dans les sous-populations de DC murines et humaines spécialisées dans 
la présentation croisée (427). En utilisant des DC murines déficientes en ATG7, ils ont mis en 
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évidence que l’autophagie est requise pour la présentation croisée de l’OVA soluble, mais n’est 
pas nécessaire lorsque cet Ag est ciblé vers un récepteur ou associé à des cellules mortes (427). 
Au contraire, Parekh et al., ont décrit que l’induction de l’autophagie est nécessaire à la 
présentation croisée de l’OVA associée à des cellules mortes, mais est dispensable lorsque l’Ag 
est sous forme soluble, ciblé vers un récepteur ou associé à une bactérie (428). Dans les BMDC, il 
a été démontré que l’induction de l’autophagie est requise pour dégrader des Ag dérivés de la 
bactérie Chlamydia et générer des peptides qui sont ensuite présentés par une voie cytosolique 
qui dépend du protéasome et de TAP. Les auteurs ont aussi décrit que le chargement des peptides 
s’effectue dans les amphisomes, des structures résultant de la fusion des autophagosomes avec 
les endosomes de recyclage (376). Enfin, Dasari et al., ont rapporté que les cellules EBV-B 
présentent l’Ag soluble pp65 du HCMV endocyté par une voie de présentation croisée qui dépend 
du protéasome, mais pas de TAP et implique l’autophagie, car la présentation aux CTL est inhibée 
par le 3-MA et des short-hairpin RNA (shRNA) ciblant l’ARN messager (ARNm) codant pour ATG5 
ou ATG12. De plus, les peptides sont chargés sur les CMH-I dans les autophagosomes (364).  
Des études ayant ciblé des Ag vers les autophagosomes par conjugaison ont rapporté des 
résultats opposés. La conjugaison à LC3 n’a pas d’impact significatif sur leur présentation par 
CMH-I (429) tandis que des Ag tumoraux conjugués à des nanoparticules sont présentés 
efficacement par présentation croisée par les DC et induisent une réponse antitumorale (430).  
La présentation d’antigènes par le CMH de classe II 
L’étude du peptidome par spectrométrie de masse a révélé qu’environ 20 à 30 % des 
peptides présentés sur les CMH-II par les lymphocytes B et les DC sont dérivés de protéines 
cytosoliques ou nucléaires (431-433), suggérant l’implication de l’autophagie dans le transport de 
ces Ag vers les compartiments vacuolaires comme le MIIC où ils sont apprêtés et chargés. 
Plusieurs évidences ont confirmé le rôle de l’autophagie dans la présentation par CMH-II.  
Tout d’abord, le ciblage des Ag aux autophagosomes par leur conjugaison à LC3 augmente 
la présentation d’Ag viraux (429, 434, 435) et tumoraux (436) aux lymphocytes T CD4+ spécifiques. 
Le traitement des cellules EBV-B par des inhibiteurs de l’autophagie bloque la présentation par 
CMH-II de la néomycine phosphotransférase II cytosolique (437). Similairement, l’inhibition de 
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l’autophagie par le 3-MA ou des small interfering RNA (siRNA) ciblant ATG12 (438) ou ATG7 (439) 
compromet l’apprêtement intracellulaire de l’Ag EBNA1 (nuclear antigen 1 of the EBV) et sa 
présentation par CMH-II par les cellules EBV-B. Il a également été rapporté que la perte de 
l’expression d’ATG5 par les DC murines compromet les réponses antivirales des lymphocytes CD4+ 
contre HSV-1 (440). De façon similaire, Thiele et al., ont démontré que le virus modifié de la 
vaccine Ankara induit l’autophagie dans les BMDC et son inhibition par le 3-MA, la bafilomycine A 
ou la déficience en ATG7 diminue la stimulation des lymphocytes T CD4+. Par ailleurs, du fait de 
l’importance de l’autophagie dans la présentation par CMH-II, de nombreux agents infectieux tant 
bactériens que viraux ont développé des moyens de l’inhiber (441, 442).   
Le rôle de l’autophagie dans la présentation par CMH-II est important dans la sélection du 
répertoire des lymphocytes T CD4+ par les cellules épithéliales du thymus qui possèdent un haut 
niveau d’autophagie constitutive (443, 444). L’utilisation de souris dont les cellules épithéliales 
thymiques sont déficientes en ATG5 a démontré que l’autophagie est essentielle à la tolérance 
centrale et à la régulation du répertoire des lymphocytes T CD4+ (443, 444). Dans ce contexte, 
l’autophagie permet de transporter les protéines endogènes dans le compartiment vacuolaire 
pour les présenter par CMH-II et permettre la sélection des lymphocytes T CD4+ (445).  
Du fait de l’implication de l’autophagie dans les voies de présentation d’Ag, sa modulation 
constitue une approche intéressante afin d’augmenter l’efficacité des vaccins et améliorer les 
réponses immunitaires (446). Dans les prochaines sections, les différentes formes de vaccination 
qui activent l’immunité cellulaire seront abordées. 
La vaccination 
Les premiers succès de vaccination sont attribués à Edward Jenner en 1796 et Louis 
Pasteur en 1885 pour leurs travaux ayant mené au développement respectif des vaccins contre 
la variole et la rage (447). Depuis ces travaux fondamentaux, de nombreuses stratégies vaccinales 
ont été développées. L’objectif de la vaccination est d’induire une première réponse immunitaire 
adaptative contre un agent infectieux ou un Ag afin de générer une mémoire immunitaire qui 
protégera l’hôte d’une réinfection. Pour se faire, il est essentiel de tirer parti des APC. Les Ag de 
petite taille (<200 nm) diffusent librement de la périphérie vers les SLO et peuvent être reconnus 
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directement par les lymphocytes B (448). En revanche, les Ag de grande taille ou les agents 
pathogènes constituants les vaccins sont capturés par les DC immatures recrutées au niveau du 
site d’injection. L’activation des PRR par l’agent vaccinal ou par l’adjuvant conduit à la maturation 
des DC et à leur migration vers les SLO afin d’induire à la fois la réponse humorale des 
lymphocytes B et TH CD4+ et la réponse cellulaire des CTL effecteurs. La production d’Ab 
neutralisants empêche les micro-organismes circulants d’infecter les cellules alors que les CTL 
sont essentiels pour éliminer les niches infectieuses correspondant aux cellules infectées.  
Les stratégies de vaccination pour induire une réponse humorale sont très efficaces 
contrairement à celles visant à induire une réponse cellulaire. Il n’y a pas eu d’avancées majeures 
dans la vaccination contre les agents pathogènes responsables d’infections chroniques comme le 
virus de l'immunodéficience humaine (VIH) ou les cancers qui requièrent l’induction d’une 
réponse cellulaire efficace. Depuis quelques années, la propagation rapide de plusieurs infections 
sévères causées par les virus Ebola, Zika et les coronavirus (CoV) associés au syndrome 
respiratoire aigu sévère (severe acute respiratory syndrome, SARS) SARS-CoV et SARS-CoV-2 ont 
mis en avant la nécessité d’une mise au point très rapide de vaccins conférant une protection à 
long terme. De plus, le développement de vaccins contre le cancer est d’autant plus difficile. 
Contrairement à la vaccination prophylactique contre les agents infectieux, elle a un but 
thérapeutique visant à induire des CTL efficaces pour reconnaître des Ag tumoraux et éliminer les 
cellules cancéreuses afin de contrôler la maladie établie ou résiduelle. La Figure 8 illustre de façon 
non exhaustive les différentes formes de vaccination.   
Les stratégies de vaccination induisant l’immunité cellulaire  
Les vaccins conventionnels utilisant des agents infectieux sous forme atténuée ou inactive 
ont permis d’éradiquer ou de diminuer significativement la prévalence de maladies. Bien que les 
formes atténuées aient une capacité d’infection et de réplication affaiblie, ils génèrent des 
réponses humorales et cellulaires à long terme. Cette stratégie ne peut toutefois pas être 
généralisée, car certains agents infectieux sont trop virulents et présentent un risque de réversion 
à leur forme infectieuse rendant cette approche très risquée pour les agents extrêmement 
pathogéniques et infectieux comme le VIH. La génération de formes vivantes atténuées est 
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également plus difficile pour certains micro-organismes complexes comme les bactéries. Enfin, 
l’inactivation peut rendre l’agent infectieux inefficace dans l’induction d’une réponse protectrice 
ou peut conduire à des effets indésirables (449, 450).  
Il est également possible d’inoculer des protéines antigéniques recombinantes plus ou 
moins complexes telles que des sous-unités de micro-organismes. La prédiction et l’identification 
des épitopes reconnus par le TCR permettent l’utilisation des séquences peptidique afin d’activer 
les CTL. Toutefois, les peptides injectés in vivo ont une faible demi-vie et sont souvent peu 
immunogéniques. Il est nécessaire de les conjuguer ou de les modifier pour améliorer leur 
stabilité et leur immunogénicité (451, 452), ainsi que de délivrer un adjuvant approprié pour 
soutenir une réponse immunitaire satisfaisante (453, 454). Une des stratégies possibles est la 
formation de VLP que nous détaillerons dans la section suivante.  
Une réponse cellulaire peut être générée par la vaccination avec des acides nucléiques 
codants pour des Ag d’agents infectieux ou tumoraux qui seront traduits puis présentés sur les 
CMH-I des cellules. Les acides nucléiques peuvent être sous forme de plasmide ADN, d’ARNm ou 
de gènes insérés dans le génome de virus non apparentés et génétiquement modifiés 
constituants des vecteurs viraux (455-457). Ces plateformes vaccinales permettent d’insérer 
d’autres gènes codant pour des adjuvants moléculaires comme des ligands des PRR, différentes 
cytokines ou encore des ARN interférents (ARNi) dans le but de stimuler l’activation des DC et 
d’augmenter leur immunogénicité (458). De nombreux vaccins à ADN contre le cancer ont été 
évalués par des études cliniques de phase I, I/II et II (459, 460). Une étude de phase II utilisant un 
vaccin à ADN (VGX-3100) contre le cancer du col de l’utérus ciblant les protéines E6 et E7 du 
papillomavirus humain (human papillomavirus, HPV) a montré une induction significative des 
CTL(461) et deux études de phase III sont en cours (460). L’utilisation d’ARNm codant pour l’Ag 
d’intérêt est également une avenue prometteuse (462-464). De nombreuses plateformes 
vaccinales à ARNm contre des maladies infectieuses et des cancers ont rapporté des résultats 
encourageants dans les modèles précliniques (456). L’efficacité des différentes technologies de 
vaccins à ARNm est actuellement évaluée par de nombreuses études cliniques (465, 466).  
75 
L’utilisation de virus oncolytiques comme vaccins thérapeutiques contre le cancer est en 
expansion (467). Ces virus infectent et se répliquent préférentiellement dans les cellules 
tumorales causant leur mort et le relargage d’Ag tumoraux et débris viraux. En 2015, la Food and 
Drug Administration (FDA) des États-Unis a approuvé le talimogene laherparepvec (T-VEC, 
Imlygic™) constitué du virus HSV-1 atténué et génétiquement modifié pour se répliquer dans les 
cellules du mélanome et produire le GM-CSF (468). D’autres candidats sont en cours d’étude à 
diverses phases cliniques (469). 
Une des stratégies les plus directes pour stimuler la réponse cellulaire est la vaccination 
cellulaire; aussi appelée thérapie cellulaire. Plusieurs vaccins utilisent des cellules tumorales 
irradiées et modifiées génétiquement pour exprimer des cytokines, chimiokines ou des molécules 
de costimulation pour induire une réponse immunitaire robuste. Plusieurs études cliniques de 
différentes phases utilisant cette plateforme vaccinale sont actuellement à l’étude. Par exemple, 
le vaccin OncoVAX® est constitué de cellules du cancer du côlon autologues irradiées et 
combinées aux Bacilles Calmette-Guerin atténués comme adjuvant (470). Les vaccins GVAX® sont 
quant à eux constitués de cellules tumorales allogéniques ou autologues du patient qui sont 
modifiées génétiquement pour exprimer le GM-CSF puis irradiées. Les vaccins GVAX ont 
notamment été évalués dans le traitement du cancer de la prostate (471), du mélanome (472), 
du cancer du pancréas (473) et du poumon (474). Bien que ces études emploient des stratégies 
similaires, les formulations des vaccins GVAX varient. Par exemple, des patients atteints d’un 
cancer du pancréas avancé ont été traités avec un vaccin constitué de deux lignées cellulaires de 
cancer du pancréas modifiées pour secréter du GM-CSF et administrées seules ou de façon 
séquentielle avec du cyclophosphamide (473). En revanche, lors d’une étude de phase I, des 
patients souffrant d’un cancer du poumon non à petites cellules métastatique ont reçu une 
injection intradermique et sous-cutanée d’un vaccin GVAX formulé à partir de cellules tumorales 
autologues isolées de métastases pulmonaires et infectées par un vecteur adénoviral codant pour 
le GM-CSF (474). Ces différentes études ont rapporté une efficacité limitée des vaccins GVAX 
malgré leur capacité à stimuler les réponses immunitaires. Par ailleurs, deux études cliniques de 
phase III ayant évalué l’injection de lignée allogéniques de cancer de la prostate ont été arrêtées 
précocement par manque d’effet thérapeutique (475). 
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Récemment, la combinaison des vaccins GVAX aux Ab monoclonaux bloquant les points 
de contrôle immunitaires a été évaluée et plusieurs études cliniques sont en cours, notamment 
dans le cancer du pancréas. Une étude de phase II menée chez des patients atteints d’un cancer 
du pancréas a comparé l’efficacité d’un vaccin GVAX associé à l’Ipilimumab (anti-CTLA-4) comme 
thérapie de maintenance, comparativement à la poursuite du traitement de chimiothérapie. Bien 
que des réponses immunitaires aient été observées, l’étude a été arrêtée prématurément car le 
traitement n’améliorait pas la survie globale. Au contraire, les patients ayant reçu la combinaison 
de thérapie démontraient une survie diminuée comparativement à ceux traités par 
chimiothérapie (476). De façon similaire, la combinaison d’un vaccin GVAX/cyclophosphamide et 
du Pembrolizumab (anti-PD-1) n’a pas conduit à des réponses objectives chez les patients atteints 
de cancer colorectal dans une étude de phase II (477). En 2015, Le et al., ont rapporté que le 
traitement de patients atteints d’un cancer du pancréas avec un vaccin GVAX/cyclophosphamide 
combiné à la forme atténuée de Listeria monocytogenes exprimant l’Ag tumoral mésothéline, 
menait à une amélioration de la survie globale (478). Une étude récente a évalué si l’addition du 
Nivolumab (anti-PD-1) à ce traitement pouvait en augmenter l’efficacité. Les résultats obtenus 
n’ont pas permis d’observer une amélioration de la survie globale (479).  
Une autre stratégie de vaccination cellulaire correspond à l’utilisation d’APC autologues 
chargées ex vivo avec des (néo)-Ag (protéines/peptides) ou transfectées avec des acides 
nucléiques pour présenter l’Ag, avant de les réinjecter aux patients (480, 481). En 2010, la FDA a 
approuvé l’utilisation du Sipuleucel-T (Provenge®) pour le traitement du cancer de la prostate 
métastatique résistant à la castration hormonale chez les patients asymptomatiques et n’ayant 
pas de métastases viscérales (482). Ce vaccin est formulé à partir d’APC autologues du patient. 
Les cellules mononucléées du sang périphérique (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) sont 
collectées par leucaphérèse puis les précurseurs de DC sont isolés des leucocytes par deux 
gradients de densité successifs. Ces cellules sont ensuite chargées et activées pendant 36 à 44 
heures avec l’Ag PA2024 constitué de la phosphatase acide prostatique (une enzyme surexprimée 
dans 95 % des cancers de la prostate) fusionnée au GM-CSF (482-485). Les patients reçoivent trois 
infusions intraveineuses de Sipuleucel-T, espacées de deux semaines, contenant au moins 
40 millions de cellules exprimant CD54/ICAM-1 (485). Les études cliniques ont rapporté que plus 
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de 95 % des patients subissent des effets secondaires, toutefois ceux-ci sont légers et se dissipent 
quelques jours après chaque infusion (484, 485). La vaccination avec le Sipuleucel-T permet de 
prolonger la survie globale médiane d’environ 4 mois comparativement au placebo, mais elle 
n’améliore pas la survie sans progression (482). 
Les essais cliniques de phase I et II ont mis en évidence que les hommes traités avec le 
Sipuleucel-T développent des réponses des lymphocytes T spécifiques à PA2024 dès la première 
infusion. Une réponse humorale est aussi induite car une augmentation des IgM et IgG spécifiques 
de PAP et du GM-CSF est observée (483, 486). Par ailleurs, l’étude de phase II menée par 
Fong et al., a démontré qu’en plus des réponses des lymphocytes T périphériques (prolifération 
et production d’IFN-γ), le Sipuleucel-T administré comme thérapie néoadjuvante (avant une 
prostatectomie radicale) conduit à une augmentation de l’infiltration immunitaire à l’interface de 
la tumeur comparativement à la biopsie obtenue prétraitement et aux hommes n’ayant pas reçu 
la thérapie néoadjuvante. L’infiltrat immunitaire est constitué de lymphocytes T CD3+, 
TH CD4+FOXP3-, T CD8+ et dans une moindre mesure de lymphocytes TREG CD4+FOXP3+ et de 
lymphocytes B. La majorité des lymphocytes T CD3+ expriment PD-1 et Ki-67 suggérant qu’il s’agit 
de lymphocytes T activés (487). Actuellement, des études évaluent l’efficacité du Sipuleucel-T 
administré aux patients ayant un stade de cancer plus précoce ou bien comme thérapie 
néoadjuvante. Sa combinaison avec d’autres immunothérapies est également en cours d’étude 
afin d’améliorer les réponses immunitaires. Par exemple, une étude clinique de phase Ib évalue 
la séquence d’administration de l’Atezolizumab (anti-PD-L1) et du Sipuleucel-T pour le traitement 
de patients atteints d’un cancer de la prostate métastatique résistant à la castration hormonale, 
asymptomatiques ou peu symptomatiques (482). 
Les vaccins anticancers formulés à partir de DC sont un type d’immunothérapie en 
développement dont l’efficacité contre différents types de cancer est actuellement évaluée par 
de nombreuses études cliniques (295, 488). Outre l’utilisation des DC, les lymphocytes B 
constituent une source alternative d’APC. Des essais précliniques animaux ont rapporté des 
résultats encourageants quant à l’utilisation clinique des cellules CD40-B comme vaccin cellulaire 
contre le cancer (291). Par exemple, une étude a évalué le traitement de chiens atteints d’un 
lymphome non hodgkinien avec un vaccin constitué de cellules IL-4-CD40-B autologues 
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électroporées avec des ARNm codants pour des Ag tumoraux. Les résultats rapportés indiquent 
que les lymphocytes B jouent leur rôle d’APC in vivo et stimulent la sécrétion d’IFN-γ par les 
lymphocytes T spécifiques d’un Ag tumoral. De plus, la vaccination a accentué les effets du 
traitement de sauvetage par chimiothérapie et a amélioré le taux de deuxième rémission (489). 
Finalement, il est également possible de réaliser un transfert adoptif de CTL (adoptive cell 
transfer, ACT) (490). Les tumeurs sont excisées des patients par chirurgie et les CTL infiltrant les 
fragments tumoraux (tumor-infiltrating lymphocyte, TIL) sont multipliés extensivement in vitro 
avant d’être réinjectés au patient. Cette thérapie personnalisée permet le traitement du 
mélanome métastatique avec une bonne efficacité (491, 492). Des études tentent d’améliorer le 
protocole d’expansion existant et d’étendre cette stratégie à d’autres types de cancers (490, 493, 
494). Récemment, une étude de phase II utilisant la thérapie par TIL pour le traitement des 
cancers épithéliaux provoqués par HPV a rapporté une régression des tumeurs à la suite du 
traitement (495). Si l’Ag associé aux tumeurs est identifié, il est possible d’employer des 
lymphocytes T CD8+ génétiquement modifiés pour exprimer un TCR transgénique ou un récepteur 
d’Ag chimérique (chimeric antigen receptor, CAR) ciblant spécifiquement cet Ag. Bien que 
prometteuse, cette stratégie se révèle efficace que pour les tumeurs hématologiques (496). 
 
Figure 8. –  Les diverses plateformes vaccinales 
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Les particules pseudo-virales 
Les VLP font partie de la famille des nanoparticules. Ce sont des structures 
supramoléculaires formées par l’autoassemblage répétitif d’une ou plusieurs protéines qui 
s’organisent en structures icosaédriques ou hélicoïdales pouvant être enveloppées de lipides, 
ressemblant ainsi aux virus nus ou enveloppés. Du fait de l’organisation des protéines virales dans 
leur conformation physiologique, elles miment les épitopes antigéniques des virus naturels sans 
posséder de génome viral ce qui les rend non infectieuses, non réplicatives et donc non 
pathogènes (497, 498). Leur nature particulaire répétitive rend les VLP immunogènes. Elles sont 
reconnues par les différents types de PRR exprimés par les APC, dont les DC qui les internalisent 
afin de les présenter (499). Les VLP peuvent aussi induire directement l’activation des 
lymphocytes B (500), menant ainsi à de fortes réponses cellulaires et humorales (501, 502). De 
plus, les VLP peuvent être produites à large échelle et à faibles coûts dans de nombreux systèmes 
d’expression, et être obtenues avec le degré de pureté requis selon les normes Good 
Manufacturing Practices (503). Les VLP peuvent servir de plateforme d’échafaudage pour des Ag. 
Les protéines de structures peuvent être modifiées génétiquement ou chimiquement afin 
d’intégrer un épitope d’un virus hétérologue ou d’un Ag tumoral ou être couplées à des protéines 
entières (498, 504, 505). Leur immunogénicité peut être augmentée en codélivrant différents 
adjuvants ou bien par l’encapsulation directe d’adjuvants moléculaires dans la VLP (498, 506). 
Plusieurs vaccins prophylactiques utilisant des VLP ont été développés et sont disponibles 
sur le marché. Le vaccin contre le virus de l'hépatite B généré il y a plus de 30 ans est le premier 
exemple du succès des VLP (507). Plus récemment, les vaccins CervarixTM (GlaxoSmithKline) et 
Gardasil® (Merck) utilisent des VLP formées de la protéine L1 de deux (CervarixTM), quatre 
(Gardasil®) ou neuf (Gardasil®9) souches du virus HPV dont l’infection est liée au développement 
de cancers comme le cancer du col de l’utérus. Ces VLP induisent de fortes réponses humorales 
générant des Ab neutralisants contre les souches de virus HPV ciblées (508). Le vaccin Hecolin®, 
approuvé en Chine, est formulé à partir d’une VLP constituée de la protéine de structure pORF2 
tronquée du virus de l’hépatite E et les résultats rapportés indiquent qu’il fournit une protection 
contre le virus (509). Plusieurs autres VLP sont en cours de développement ou en évaluation 
clinique et préclinique (498) et ont pour objectif la prévention de la malaria (510, 511) et des 
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infections virales aux virus Chikungunya, Zika (512), influenza (513-515), de l’hépatite C (516), VIH 
(517, 518) ou même Ebola (519). En mars 2020, la compagnie québécoise Medicago a rapporté le 
développement d’une VLP du virus SARS-CoV-2 (CoVLP) constituée de la glycoprotéine spike (S) 
recombinante produite dans la plante Nicotiana benthamiana. Les résultats de l’étude de phase I 
ont démontré que l’administration de la CoVLP en présence d’un adjuvant est sécuritaire et induit 
de fortes réponses humorales (IgG anti-S neutralisantes) et cellulaires (520). Une étude de 
phase II/III est actuellement en cours afin de confirmer ces résultats et évaluer l’efficacité du 
vaccin. 
Dans un contexte d’immunothérapie du cancer, l’induction d’une immunité cellulaire est 
d’autant plus importante pour que les CTL reconnaissent et éliminent les cellules tumorales. 
Outre la production d’Ab neutralisants, les VLP peuvent induire la réponse des CTL. L’utilisation 
de VLP dans divers modèles précliniques de cancers comme le cancer du pancréas, le carcinome 
hépatocellulaire et le mélanome ont démontré une induction de réponses antitumorales des CTL 
(502, 521). Par exemple, l’insertion d’une à trois copie(s) d’un peptide dérivé de gp100 dans la 
protéine de structure du virus de la maladie hémorragique du lapin induit une réponse 
antitumorale in vivo (522). Chez l’Homme, des essais cliniques de phase I/II et IIa ont rapporté 
une réponse des lymphocytes T spécifiques à MART-1 à la suite du traitement de patients atteints 
de mélanome de stade III/IV avec des VLP conjuguées cet Ag (523, 524). 
La VLP dérivée du virus de la mosaïque de la papaye 
L’utilisation de particules virales de plantes comme plateforme vaccinale présentant des 
Ag hétérologues offre de nombreux avantages (525, 526). Les virus de plantes ne sont pas 
infectieux pour les animaux, dont les humains, ce qui rend leur utilisation très sécuritaire. 
Comparativement aux virus animaux, leur structure est très simple, la plupart ne sont pas 
enveloppés et sont souvent constitués par un seul type de protéine de structure (coat protein, 
CP) avec un génome ARN. L’ingénierie de ces virus est aisée, ce qui permet la fusion avec des Ag 
et leur production s’effectue à faible coût (525, 527). Au sein du laboratoire, nous avons porté 
notre attention sur un virus de la famille des Flexiviridae du genre Potexvirus infectant le papayer 
(papaya mosaic virus, PapMV). L’équipe de notre collaborateur Dr Denis Leclerc a développé des 
VLP dérivées de PapMV (VLP-PapMV) pouvant être utilisées comme adjuvant ou plateforme 
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vaccinale lorsqu’elles sont modifiées pour présenter un Ag à leur surface (VLP de PapMV 
chimérique) (528). Les VLP-PapMV sont constituées de la CP unique de PapMV qui s’autoassemble 
(529) autour d’un ARN simple brin bactérien (528) ou synthétique (530) formant ainsi une 
particule ayant la forme d’une tige flexible (528). Cette propriété permet à ces nanoparticules 
d’avoir des propriétés adjuvantes. Les VLP-PapMV internalisées par les cellules immunitaires 
rejoignent les endosomes où l’ARN est libéré et active le TLR-7 chez la souris (531, 532) et les 
TLR-7/8 chez l’Homme (533), permettant l’activation des cellules de l’immunité innée (530, 533), 
dont les pDC (531-533). Ces cellules vont sécréter des cytokines et chimiokines dont l’IFN-α (531-
534) et l’IL-6 (530, 531, 533) ce qui résulte en l’activation des DC, Mφ, cellules NK ainsi que des 
lymphocytes T et B (531-535). 
L’utilisation des VLP-PapMV comme adjuvant améliore la réponse immunitaire des souris 
immunisées contre Salmonella enterica serovar Typhi (534) ainsi que la réponse aux vaccins 
trivalents contre le virus influenza (536-538). La modification des nanoparticules par l’insertion 
d’un peptide qui augmentent leur avidité pour la nucléoprotéine (NP) du virus influenza améliore 
son action adjuvante dont résulte une meilleure réponse immunitaire et une protection contre 
une réinfection par le virus (539). Les VLP-PapMV peuvent être des immunomodulateurs qui 
potentialisent les réponses cellulaires et humorale (534). Leur vaporisation dans les poumons de 
souris permet l’induction de l’immunité innée locale et d’une protection contre influenza et 
Streptococcus pneumoniae (530). L’injection des VLP-PapMV préimmunisation augmente la 
réponse des CTL permettant une protection contre l’infection à Listeria monocytogenes (531). 
L’administration intratumorale des VLP-PapMV induit la production de chimiokines et cytokines 
pro-inflammatoires au sein de la tumeur qui augmente l’infiltration immunitaire et la fréquence 
des CTL spécifiques de la tumeur, freinant ainsi la progression du mélanome et l’établissement 
de métastases pulmonaires. Enfin, l’injection systémique des VLP-PapMV agit en synergie avec la 
vaccination cellulaire par DC et le blocage de PD-1 ce qui potentialise les réponses 
antitumorales (540). Chez l’Homme, une étude de phase I a conclu que l’utilisation des 
VLP-PapMV comme adjuvant du vaccin trivalent contre le virus influenza est sécuritaire. 
Toutefois, l’effet adjuvant des VLP-PapMV n’a pas conduit à une amélioration significative de la 
réponse humorale et cellulaire comparativement au vaccin utilisé seul (541). 
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Les VLP-PapMV peuvent servir de plateforme vaccinale en les modifiant pour présenter 
un Ag à leur surface. L’insertion de la séquence de peptides antigéniques dans la séquence codant 
pour la CP permet de produire une VLP chimérique présentant des centaines de copies du peptide 
à sa surface. Plusieurs sites de fusion d’épitopes ont été identifiés dans la structure de la CP 
offrant ainsi l’opportunité d’introduire des épitopes différents (542, 543). Les VLP-PapMV 
chimériques peuvent induire in vivo une réponse humorale menant à la production d’Ab 
reconnaissants l’épitope (515, 544, 545) et à la présentation croisée indépendante du 
protéasome de l’épitope inséré (362, 363, 535) engendrant une réponse des CTL (362, 514, 535, 
546). L’équipe du Dr Denis Leclerc a démontré que la fusion de l’ectodomaine de la protéine de 
matrice M2 du virus influenza (M2e) au domaine N-terminal de la CP de PapMV permet 
l’assemblage d’une VLP très immunogénique dont l’injection intramusculaire unique est 
suffisante pour induire une forte réponse humorale anti-M2e qui protège les souris d’une 
infection létale subséquente par le virus influenza A (515, 545). Ils ont également développé un 
vaccin candidat formulé par la VLP-PapMV-M2e et une VLP de la protéine NP, qui confère une 
protection humorale et cellulaire robuste et large aux souris contre deux souches du virus 
influenza A (H1N1) et (H3N2) (514).  
La fusion de longs épitopes dans la séquence codant pour la CP de PapMV peut altérer sa 
structure et affecter sa capacité à s’autoassembler en nanoparticules (542). Récemment, une 
nouvelle stratégie de couplage a été développée. Elle repose sur le couplage covalent de longs 
peptides ou de protéines entières aux VLP-PapMV préassemblées présentant un motif reconnu 
par la transpeptidase bactérienne sortase A, ce qui permet une conjugaison rapide et efficace 
sans affecter la structure des nanoparticules. Cette approche est plus versatile que la fusion 
génétique de petits épitopes et se révèle être efficace pour induire une réponse humorale et 
cellulaire contre les Ag protéiques auxquels les VLP sont couplées (505, 547).  
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Mise en situation et hypothèses de recherche 
Mise en contexte 
Les lymphocytes B sont des cellules dont les fonctions variées sont centrales à l’induction 
des réponses immunitaires. L’étude de la biologie des lymphocytes B permet d’améliorer notre 
compréhension de leurs fonctions et offre des pistes de recherche pour en induire ou moduler 
spécifiquement certaines comme la présentation d’Ag. Dans un contexte vaccinal, la 
connaissance des mécanismes par lesquels un vaccin conduit à une réponse immunitaire 
effectrice et mémoire est essentielle afin d’optimiser la stratégie vaccinale. 
Les lymphocytes B sont une source d’APC particulièrement intéressante. Il est possible de 
les cultiver, les accroître et d’induire leur fonction de présentation d’Ag par la stimulation in vitro 
du récepteur CD40 et de l’IL-4. Bien qu’efficace, cette méthode présente des limitations car 
l’expansion des lymphocytes B est limitée et requiert au moins 14 jours de culture in vitro, freinant 
ainsi leur utilisation pour des applications biotechnologiques. L’acquisition de nouvelles 
connaissances reliées à la biologie des lymphocytes B permettra d’améliorer notre capacité à 
induire efficacement leur fonction de présentation d’Ag ce qui encouragera l’utilisation 
biotechnologique des cellules CD40-B comme source alternative d’APC, au lieu des DC, tant pour 
des applications de recherches fondamentales que cliniques comme la vaccination et les 
traitements d’immunothérapie du cancer.  
Hypothèses de recherche 
Dans ces travaux, nous avons souhaité étudier la voie de présentation par laquelle les 
lymphocytes B apprêtent et présentent des épitopes fusionnés à une nanoparticule virale, la VLP 
de PapMV. Puisque nous avons précédemment décrit qu’un épitope inséré dans la VLP de PapMV 
est présenté de façon croisée sur le CMH-I indépendamment du protéasome (362), nous avons 
postulé que la voie de présentation croisée est de type vacuolaire. De plus, nous proposons que 
la VLP de PapMV induise l’autophagie pour faciliter la présentation d’Ag par CMH-I. 
 Par ailleurs, nous avons proposé que la stimulation des lymphocytes B humains par leur 
récepteur CD40, l’IL-4 et l’IL-21 mimerait plus efficacement les signaux fournis in vivo par les 
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lymphocytes TFH ce qui pourrait permettre une expansion clonale accrue des cellules B. De plus, 
nous avons émis l’hypothèse que les cellules CD40-B générées par cette méthode pourraient être 
des APC efficaces capables d’induire la réponse des CTL in vitro.   
Objectifs spécifiques de recherche 
Pour répondre aux hypothèses proposées, nous avons défini des objectifs spécifiques : 
1. Identification du rôle de l’autophagie dans la présentation de l’épitope insérée dans la VLP 
de PapMV par la voie de présentation croisée par le CMH-I de type vacuolaire.  
a. Valider la présentation croisée par la voie vacuolaire. 
b. Évaluer l’induction de l’autophagie par la VLP de PapMV. 
c. Définir le rôle de l’autophagie induite par la VLP de PapMV dans la présentation croisée. 
2. Caractérisation des fonctions de présentation d’antigènes des lymphocytes B humains 
stimulés in vitro par le CD40 et l’IL-4 ou l’IL-21 ou la combinaison des deux cytokines. 
a. Évaluer l’impact des différentes cytokines sur la prolifération des cellules CD40-B. 
b. Déterminer les phénotypes des cellules CD40-B générées au cours de la culture in vitro. 
c. Valider l’induction d’un phénotype favorable aux fonctions d’APC des cellules CD40-B.    
c. Définir la capacité des cellules CD40-B stimulées avec les différentes cytokines à induire 
les réponses des lymphocytes T CD8+ in vitro. 
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Nanoparticles (nano) made of the coat protein (CP) of papaya mosaic virus (PapMV) and 
a single-strand RNA (ssRNA) were previously shown to be an efficient antigen presentation system 
for the trigger of cellular immunity. Engineering of PapMV nano with a cytotoxic T lymphocyte 
(CTL) epitope was previously shown activating specific T lymphocytes through a 
proteasome-independent major histocompatibility complex class I (MHC-I) cross-presentation. In 
this study, we provide new insights into the mechanism of the MHC-I cross-presentation 
mediated by PapMV nano. We demonstrate that PapMV nano do not require the transporter 
associated with antigen presentation (TAP), but rather depend on lysosome acidification and 
cathepsin S protease activity for presentation of the T cell epitope. We have also linked the 
induction of autophagy with this vacuolar MHC-I cross-presentation process. Interestingly, 
autophagy is induced in antigen-presenting cells (APC) after PapMV nano exposure and inhibition 
of autophagy reduce MHC-I cross-presentation. This study demonstrates that autophagy is 
associated with TAP- and proteasome-independent MHC-I cross-presentation. A deeper 
understanding of the autophagy-dependent MHC-I cross-presentation will be useful in designing 
vaccination platforms that aim to trigger an efficient CTL response. 
 
Keywords: MHC class I antigen cross-presentation, vacuolar pathway, vaccine platform, virus-like 
particles, EBV-transformed B lymphocytes.  
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Introduction  
Among the various vaccine vectors that have recently been developed, virus-like particles 
(VLPs) present multiple advantages. VLPs are protein structures composed of viral proteins 
assembled in a non-productive virus-like structure that do not have a viral genome. The use of 
VLPs reduces risks linked to productive infection by attenuated viruses while keeping their 
immunogenicity, making them safer vaccine candidates1-3. VLPs can serve as vaccine carriers 
through the addition of sequences coding for major histocompatibility complex class I (MHC-I) 
and class II epitopes from viral or tumor target proteins into the coat protein virus sequence3,4.  
We have developed a VLP in which human leukocyte antigen (HLA)-A2 epitopes of 
influenza matrix protein 1 (M1) or melanoma glycoprotein 100 (gp100) was inserted at the 
C-terminus of the papaya mosaic virus (PapMV) coat protein sequence5, the building block of the 
PapMV nanoparticles. PapMV VLPs have been studied as a promising candidate vaccine platform 
by displaying relevant epitopes for the induction of immune responses6,7. We have previously 
demonstrated that the inserted epitopes are cross-presented on MHC-I by antigen-presenting 
cells (APC) through a proteasome-independent mechanism8. Also, we observed that Malva 
mosaic virus (MaMV) VLPs, another plant virus with a rod-like shape like PapMV VLPs, are 
internalized, cross-presented by APC and lead to specific T lymphocyte expansion in a similar 
manner than PapMV VLPs5. Similarly, Hepatitis B VLPs containing ovalbumin (OVA) epitope are 
presented on MHC class I and class II in murine CD8+ dendritic cells (DC) and promote cytotoxic 
and helper T cell priming9. Besides, human immunodeficiency virus-1 (HIV-1)-based VLPs coupled 
with E7 oncoprotein of the human papillomavirus (HPV) can cross-present E7 epitopes and induce 
an anti-tumor response10. Recently, Mohsen et al., developed a cucumber-mosaic virus-derived 
VLPs fused with the p33 epitope and showed an enhanced specific T cell response in the stringent 
B16F10p33 murine melanoma model11. Proteasome-independent cross-presentation has also 
been described for other particulate antigens, such as VLPs prepared from the rabbit hemorrhagic 
disease virus (RHDV), which are presented via the MHC-I recycling pathway12. This pathway 
involves processing in vacuolar compartments and depends on cathepsin S for protein 
degradation13. An antigen cross-presentation pathway dependent on recycling process and 
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cathepsins has also been described in plasmacytoid dendritic cells (pDC), where it showed rapid 
potential for presentation from this particular vacuolar process14.  
In this report, we aimed to define the MHC-I cross-presentation pathway mediated by 
PapMV VLPs. MHC-I antigen cross-presentation pathways can be categorized into two subtypes. 
The cytosolic pathway where internalized antigens must access the cytosol to be processed 
through the classical MHC-I machinery (proteasome degradation and endoplasmic reticulum (ER) 
loading)15-17 . A second pathway where degradation and loading onto MHC-I molecules are 
performed entirely in the vacuolar compartment17-19. This last pathway is defined as vacuolar or 
vesicular cross-presentation. Our previous data suggested that PapMV VLPs are cross-presented 
through a proteasome-independent pathway8. Therefore, we investigated the role of the 
transporter associated with antigen presentation (TAP), cathepsin S, and lysosome acidification 
in PapMV VLP cross-presentation.  
Autophagy is a ubiquitous cellular survival process that has previously been implicated in 
many immunological processes, including antigen presentation20-23. First, it plays a role in T 
lymphocyte development during the negative selection of CD4+ T cells in the thymus, where 
autophagy is highly implicated in MHC class II presentation of endogenous proteins24,25. However, 
the role of autophagy in MHC-I presentation is poorly characterized. Autophagy is involved in 
MHC-I antigen presentation in a context where classical MHC-I presentation is inhibited by 
infection with the herpes simplex virus (HSV)-126,27. Also, Budida et al., showed an increase in the 
capacity of murine DC to present viral antigens through MHC-I after infection with a mutant of 
herpes simplex virus-1 (HSV-1) which lacks infected cell protein 34.5 (ICP34.5) known to suppress 
autophagy, as compared to the wild-type HSV-1 strain. This study demonstrates the important 
role of autophagy in processing endogenous viral proteins in HSV-1-infected DC28. Also, when TAP 
is inhibited, autophagy is implicated in MHC-I presentation of human cytomegalovirus29. Thus, we 
hypothesized that PapMV VLPs are cross-presented by MHC-I through an autophagy-dependent 
vacuolar pathway.  
We report here that MHC-I cross-presentation of epitopes inserted in PapMV 
nanoparticles requires cathepsin S enzymatic activity and endosomal acidification. We further 
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demonstrated that cross-presentation of PapMV VLPs was independent of TAP transport to the 
ER. We also identified autophagy as an important cellular activity for the MHC-I 
cross-presentation of cytotoxic T lymphocyte (CTL) epitopes fused to PapMV VLPs. We show an 
induction of autophagy in APC exposed to PapMV VLPs. Finally, the MHC-I antigen 




PapMV cross-presentation is a TAP-independent active process 
To study antigen cross-presentation mediated by PapMV VLPs, we developed an in vitro 
assay3 consisting of a 6-hour pulsing of APC with PapMV VLPs fused to specific MHC-I epitope 
from influenza M1 or melanoma gp100. After extensive washing, APC were co-cultured with CD8+ 
T lymphocytes specific to the inserted epitope. Assaying the activation of T cells through the 
secretion of interferon (IFN)-γ in co-culture supernatant allowed us to quantify the level of 
cross-presentation by APC. First, we performed a cross-presentation assay in Epstein-Barr 
virus-transformed (EBV)-B cells incubated with PapMV VLPs at either 37oC or 4oC to verify that 
the release for antigen presentation of the epitope inserted in the VLP structure was mediated 
by an active degradation by the APC. As shown in Figure 1A, PapMV VLPs loaded APC were 
efficiently recognized only when pulsed at 37oC, demonstrating that presentation of the epitope 
fused to PapMV VLPs requires active processes. As expected, external loading of APC with a 
peptide corresponding to the minimal epitope was almost equally recognized by specific T 
lymphocytes when loading was performed at both 37oC and 4oC.  
We performed the same antigen cross-presentation assay using pulsed T2 cells, a 
TAP-deficient cell line30. TAP is implicated in the transport of peptides from the cytoplasm to the 
ER. This process is essential in classical MHC-I antigen presentation and in cytosolic antigen 
cross-presentation31,32. The efficient T lymphocyte-mediated recognition of T2 cells pulsed with 
PapMV VLPs suggests that antigen cross-presentation pathway is independent of TAP, and again, 
only cells pulsed at 37oC were efficiently recognized (Figure 1B).  
These data strongly suggest that PapMV VLP mediated cross-presentation is independent 
of TAP transport of the epitope into the ER and requires an active intracellular process. These 





PapMV nanoparticles transit and are processed through the vacuolar pathway 
Since our results suggested that cross-presentation of PapMV VLPs was via the vacuolar 
pathway, we aimed to confirm the role of previously described mediators of the vacuolar pathway 
(lysosomes and cathepsin S) by using chemical inhibitors. We used chloroquine, a common 
inhibitor that accumulates in acidic lysosomes and increases the lysosomal pH33 thereby inhibiting 
lysosomal hydrolases and preventing lysosome fusion with autophagosomes. Chloroquine 
efficiently inhibited cross-presentation of PapMV VLPs, as illustrated by reduced IFN-γ secretion 
by epitope-specific T lymphocytes (Figure 2A-B). This reduction was significant compared to the 
small effect of chloroquine on the recognition of the externally loaded Epstein-Barr virus 
transformed B lymphocytes (EBV-B) and T2 cells.  
Cathepsin S is a cysteine protease that has previously been linked to 
proteasome-independent MHC-I cross-presentation13,34. When EBV-B or T2 cells were pretreated 
with a cathepsin S specific inhibitor before PapMV VLP pulsing, we observed a decrease in the 
epitope cross-presentation. External loading of MHC-I with a control peptide (minimal epitope 
M1 or gp100) was not affected by this treatment (Figure 2C-D).  
We controlled whether the decrease in MHC-I cross-presentation by both inhibitors was 
due to a reduced internalization of PapMV VLPs. Our results demonstrate that fluorescent PapMV 
VLP internalization, measured by flow cytometry, was not affected by inhibitors (Figure 2, bottom 
panels). Similarly, we measured the expression of MHC-I molecules at the cell surface by flow 
cytometry. Treatment of APC with neither inhibitor altered the expression of MHC-I molecules at 
the cell surface as shown by similar mean fluorescence intensity (MFI) (Supplementary Figure S1). 
Collectively, these results show that chloroquine and cathepsin S specific inhibitor do not affect 
internalization of PapMV VLPs or MHC-I expression but inhibit PapMV VLP antigen processing. 
Thus, lysosomes and cathepsin S are essential in PapMV nanoparticle processing.  
Autophagy is induced in APC by PapMV nanoparticles  
Based on our results with chloroquine and our hypothesis that autophagy is implicated in 
MHC-I cross-presentation of PapMV VLPs, we aimed to evaluate the induction of autophagy 
following pulsing with PapMV nanoparticles.  
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We first evaluated the induction of autophagy by western blot using the lipidated form of 
LC3 (LC3-II) as a marker for autophagosome formation. We showed that PapMV VLPs, both at 25 
or 50 µg/mL, induced the formation of autophagosomes in EBV-B cells (Figure 3A). This induction 
can be quantified by the ratio of LC3-II over LC3-I (the cytosolic form) bands. Incubation with 
PapMV VLPs at 50 µg/mL or the positive control rapamycin significantly enhanced the LC3-II/LC3-I 
ratio (Figure 3B). The autophagosome induction inhibitor 3-methyladenine (3-MA) blocked the 
induction of autophagy by both PapMV VLPs and rapamycin as shown by the reduction of 
LC3-II/LC3-I ratios (Figure 3A-B). 
To confirm these results, we transfected EBV-B cells with a plasmid coding for a green 
fluorescent protein (GFP)-LC3 fusion protein to evaluate the induction of autophagy by confocal 
microscopy. Following transfection, GFP+ cells were sorted by flow cytometry and treated with 
PapMV VLPs labelled with Alexa Fluor 647 (PapMV-AF647), or rapamycin to induce autophagy, 
and imaged by confocal microscopy. As presented in Figure 3C, PapMV VLP and rapamycin 
exposure increased the number of LC3-GFP+ puncta. We quantified the formation of LC3-GFP+ 
vesicles in multiple cells and observed a 3-4-fold increase in the number of LC3+ puncta per cell in 
the presence of PapMV VLPs and rapamycin as compared to untreated cells (Figure 3D). The total 
surface covered by GFP+ puncta was also larger in PapMV nanoparticles and rapamycin-treated 
cells (Figure 3E). Besides, we sometimes observed a partial colocalization between PapMV VLPs 
and LC3+ vesicles but there does not seem to be a preferred localization of PapMV VLPs in 
autophagosomes at the time point evaluated. However, the number and surface of LC3+ vesicles 
correlate with the number of PapMV VLP puncta and their surface, respectively, as shown by 
positive Pearson correlation coefficients (Figure 3F-G). Collectively, these results show that 
PapMV nanoparticles induce autophagy in EBV-B cells.  
PapMV VLP cross-presentation is dependent on autophagy induction 
To confirm the implication of autophagy in MHC-I cross-presentation of PapMV VLPs, we 
treated APC with 3-MA to inhibit autophagy during PapMV VLP or peptide pulsing. Pretreatment 
of APC with 2 mM or 5 mM 3-MA resulted in significant reductions of MHC-I cross-presentation 
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mediated by PapMV VLPs as compared to peptide-pulsed APC after similar treatment 
(Figure 4A-B).  
We controlled the impact of 3-MA treatment on the uptake of fluorescent PapMV 
nanoparticles and the expression of MHC-I molecules. We showed that this inhibitor had no 
impact on PapMV VLP endocytosis in EBV-B cells (Figure 4A, bottom panel) but induced a mild 
decrease of PapMV-AF647 uptake in T2 cells (Figure 4B, bottom panel). We also evaluated the 
effect of 3-MA treatment on MHC-I expression. Treatment of EBV-B cells with 3-MA at 2 mM had 
no impact on MHC-I expression but a significant decrease of MHC-I MFI was observed when cells 
were incubated with 3-MA at 5 mM (Supplementary Figure S1). In T2 cells, 3-MA treatment 
significantly decreased MHC-I expression on the cell surface both at 2 nM and 5 mM as shown by 
a lower MFI compared to untreated cells (Supplementary Figure S1). Those results may explain 
the stronger effect of 3-MA on the reduction of PapMV VLP cross-presentation seen in T2 cells 
compared to EBV-B cells (Figure 4A-B). In summary, data presented in Figure 4 demonstrate that 
MHC-I cross-presentation of PapMV VLPs is inhibited in presence of the autophagy induction 
inhibitor 3-MA.  
We also used RNA interference as an alternative method to inhibit autophagy. EBV-B cells 
were transduced with lentivirus expressing mAmetrine (fluorescent protein) and short hairpin 
RNA (shRNA) against autophagy related 5 (ATG5) mRNA (shATG5) or a scramble shRNA (shSCR). 
After sorting for mAmetrine+ cells, we obtained a population of EBV-B cells having a 40-60% ATG5 
knockdown (KD) as evaluated by western blot densitometry (Figure 5A). Internalization of PapMV 
VLPs was not affected by ATG5 KD by both shRNAs compared to shSCR and untransduced cells 
(Figure 5B). When ATG5 KD EBV-B cells were pulsed with PapMV VLPs for a recognition assay, we 
observed a significant downregulation of MHC-I cross-presentation compared to peptide-pulsed 
EBV-B cells transduced with the same shRNA (Figure 5C).  
Overall, our results presented in Figures 3 to 5 demonstrate the implication of autophagy 
in MHC-I vacuolar cross-presentation of PapMV nanoparticles. 
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Discussion 
MHC-I cross-presentation is an essential pathway for the priming of CD8+ T lymphocytes. 
When APC are not infected by pathogens or when cancer antigens are not expressed in APC, the 
induction of cross-presentation using a vaccine platform is an attractive method to improve 
uptake and presentation of antigens to prime naive CD8+ T cells and mount an effective cellular 
immune response.  
Multiple pathways of MHC-I cross-presentation have been described. Some processes 
depend on the conventional pathway where endocytosed antigens are transferred into the 
cytosol for their degradation by the proteasome and loading of resulting epitopes on MHC-I in 
the ER (reviewed by Blander et al.17). In our system, we have previously shown that epitopes 
inserted in the PapMV VLP vaccine platform were presented on MHC-I through a 
proteasome-independent mechanism8. In this study, we further demonstrate that MHC-I 
cross-presentation of PapMV VLPs is TAP-independent but dependent on lysosomes and 
cathepsin S. Many viruses have evolved to inhibit TAP activity to evade antiviral immune 
surveillance35-37. However, the immune system has developed different MHC-I presentation 
pathways that do not require TAP activity38,39. Interestingly, TAP-deficient individuals are still able 
to present viral associated antigens and harbor a polyclonal CD8+ T cell repertoire capable of 
recognizing peptides from the Epstein-Barr virus40. Thus, the TAP-independent pathway is 
efficient to induce CD8+ T cell immunity and our data support the use of PapMV VLPs as a very 
efficient and attractive technology for developing a vaccine platform able to generate a cellular 
immunity against inserted epitopes. 
Autophagy has been implicated in alternative MHC-I antigen presentation pathways22. 
English et al., showed that in late stages of infection by HSV-1, a novel form of autophagy using 
the nuclear envelope is implicated in MHC-I antigen presentation26,27. This antigen presentation 
pathway still required the MHC-I classical machinery, including proteasome and TAP. In contrast, 
when using TAP-deficient cells, Tey et al., demonstrated that processing of an endogenous 
antigen from the human cytomegalovirus (HCMV) occurred completely in the vacuolar pathway 
and was mediated by macroautophagy29. While previous studies required active infection and 
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protein translation for classical MHC-I presentation, in our study, we report that antigen 
cross-presentation of epitopes inserted in PapMV VLPs is mediated by the same vacuolar 
autophagy-dependent pathway. We showed that inhibition of autophagy by 3-MA or using 
shRNAs targeting ATG5 mRNA significantly reduced cross-presentation of the epitope inserted in 
PapMV VLPs. Of note, several other shRNAs targeting ATG5 mRNA were also evaluated to improve 
ATG5 knockdown. Unfortunately, most shRNA induced EBV-B cell death few days after cell 
sorting. These results may be explained by the important role of autophagy in EBV-B cell 
survival41. Using shRNAs targeting other proteins implicated in autophagy such as ATG7 would 
allow us to circumvent this limitation. Thus, we concluded that PapMV nanoparticles induce 
autophagy in EBV-B cells which is required for cross-presentation of the inserted epitope.  
Recently, Dasari et al., showed that EBV-B cells can cross-present a soluble recombinant 
HCMV-encoded pp65 protein through a proteasome-dependent but TAP-independent 
cross-presentation pathway to CD8+ T cells42. Similar to our data, cross-presentation was inhibited 
by pretreating B cells with chloroquine, 3-MA or by ATG5 or ATG12 knockdown, strongly 
supporting that cross-presentation of pp65 was mediated by autophagy. The authors proposed a 
new antigen cross-presentation pathway by B cells involving processing of antigens through an 
autophagy- and proteasome-dependent pathway and loading of peptides onto MHC-I proteins in 
autophagosomes. Overall, this suggests that several cross-presentation pathways may rely on 
autophagy for processing and presentation of different types of antigens. 
We also evaluated whether the induction of autophagy before the recognition assay 
would increase levels of IFN-γ secretion by specific T lymphocytes. We induced autophagy by 
pretreating EBV-B and T2 cells with rapamycin similar to Figure 3. Surprisingly, this treatment 
reduced antigen presentation of both PapMV VLPs and externally loaded peptide. These results 
could not be explained by a decrease in PapMV VLP uptake or a downregulation of surface MHC-I 
by rapamycin treatment (Supplementary Figure S2). Further experiments are needed to decipher 
the impact of rapamycin on antigen presentation by EBV-B and T2 cells. We then assessed 
whether cell starvation, an inducer of autophagy through the mammalian target of rapamycin 
(mTOR) pathway43 would increase PapMV VLP cross-presentation. We incubated EBV-B cells for 
3 hours in HBSS (Hank’s balanced salt solution) during the 6-hour antigen loading and proceeded 
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with the recognition assay as described above. Incubation in HBSS for 3 hours induced the 
lipidation of LC3 in EBV-B cells and a higher antigen recognition of EBV-B cells pulsed with PapMV 
VLP but not with the minimal epitope (data not shown). However, this result could not solely be 
explained by an enhanced processing of PapMV VLPs when autophagy was induced due to a 
higher endocytosis of PapMV nanoparticles under starvation conditions (data not shown).  
The next question to be addressed is how cathepsin S-generated peptides can access 
MHC-I molecule for loading. Several hypotheses were derived from other models. First, because 
MHC-I is constantly recycled from the cell surface, endo-lysosomes can fuse with recycling 
endosomes to allow peptide loading on MHC-I14,18,44. This hypothesis is supported by the recent 
work of Makarkov et al., using a plant-derived VLP bearing influenza hemagglutinin (HA). After 
pulsing of human monocyte-derived macrophages, they detected that a substantial portion of 
HA-derived peptides were retained in early and/or recycling endosomes where HA colocalized 
with MHC-I protein45. There is also evidence that tubular recycling endosomes can participate in 
the early stage of autophagosome formation and share their membranes46. The second pathway 
for MHC-I peptide loading is cross-presentation involving exogenous release of newly formed 
peptides. This form of cross-presentation has been described in immature DC and CpG-activated 
DC47. Autophagy can also be an important regulator of this peptide release. Autophagy has been 
linked to exosome release from apoptotic/autophagic endothelial cells48 and multivesicular 
bodies49. These exosomes can fuse with autophagosomes under autophagic conditions48,49. These 
lines of evidence suggest that autophagy could be implicated in MHC-I peptide loading in the 
cross-presentation of PapMV VLPs by the vacuolar pathway. 
In conclusion, we report that a vaccine platform composed of a chimeric plant VLP is 
efficiently cross-presented through a vacuolar cross-presentation pathway dependent on 
autophagy induction. This knowledge can help us design new vaccine platforms that will have 
greater autophagy induction properties to promote their cross-presentation by APC and enhance 
cellular immunity.   
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Materials and Methods 
Cells and Reagents  
T2 cell line was obtained from the American Type Culture Collection. EBV-B cells were generated 
from HLA-A2 normal donor peripheral blood mononuclear cells (PBMC) with 
supernatant-containing Epstein-Barr virus as previously described50. Both cell lines were cultured 
in RPMI 1640 supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL 
penicillin, 100 µg/mL streptomycin and 10 µg/mL gentamicin (all from Wisent Bioproducts). 
Rapamycin (Calbiochem) was used at 0.1-1 μM from a stock solution of 10 mM in dimethyl 
sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich). 3-methyladenine (3-MA; Sigma-Aldrich) was prepared in 
dimethylformamide (Sigma-Aldrich) at 100 mM stock solution. A cathepsin S inhibitor 
(Calbiochem) and chloroquine (Sigma-Aldrich) were prepared in DMSO at 11.7 mM and 100 mM 
stock solution, respectively. 
PapMV VLP Preparation  
PapMV-M1 and PapMV-gp100 VLPs used in this report have been described elsewhere8. 
Sequences of PapMV clones were confirmed by DNA sequencing. 
shRNA Lentivirus Production and Infection  
Specific shRNAs targeting ATG5 mRNA were designed based on the sequence reference 
TRCN0000330394 (CCTGAACAGAATCATCCTTAA). A non-target scramble shRNA 
(CAACAAGATGAAGAGCACCAA) was used as a control. As described before, annealed forward and 
reverse hairpin oligonucleotides were cloned into a modified pLKO.1-TRC1.5 vector where the 
puromycin-resistance gene was replaced with mAmetrine51. Lentiviral particles were produced 
by co-transfecting HEK293T cells with shRNA-containing pLKO-mAM vector along with 
pMD2-VSVG, pMDLg/pRRE, and pRSV-REV, as previously described36. Viral supernatants were 
used to infect EBV-B cells. Transduced cells were sorted by flow cytometry according to 
mAmetrine fluorescence on a FACSAriaTM III (BD Biosciences) about one week following lentivirus 
transduction. Validation of ATG5 knockdown was performed by western blot. 
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Cross-presentation Assay  
EBV-B or T2 cells were pulsed with PapMV fused to M1 or gp100 epitope (PapMV VLPs; 25 µg/mL) 
or with M1 peptide (GILGFVFTL, 1 µM) or mutated gp100 peptide (IMDQVPFSV, 1 µM) for 6 hours. 
Cells were washed extensively and co-cultured overnight with antigen-specific CD8+ T cells, 
generated as previously described5. Co-culture supernatants were collected and IFN-γ was 
quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to evaluate MHC-I antigen 
cross-presentation. For 4oC control, cells were kept on ice for pulsing and between washes. In 
assays with chemical inhibitors, cells were pretreated for 1 hour with indicated concentrations of 
inhibitors before adding PapMV-M1/-gp100 or M1/gp100 peptide without washing off inhibitors 
and cells were pulsed for 6 hours.  
Flow Cytometry  
PapMV VLPs were labeled with Alexa Fluor 647 fluorochrome (PapMV-AF647), according to the 
manufacturer’s instructions (Life Technologies). EBV-B cells were pretreated with indicated 
inhibitor concentrations for 1 hour before adding PapMV-AF647. Cells were then incubated for 
an additional 3 hours. After extensive washing, cells were analyzed by flow cytometry on a 
BD LSRFortessaTM cell analyzer (BD Biosciences). Flow cytometry data were analyzed with 
FlowJoTM Software version 10.6.1 (Becton, Dickinson and Company, Ashland, OR). Cells were 
identified by their scatter properties (FSC-A vs. SSC-A plot), then doublets were excluded by gating 
on FSC-H vs. FSC-W.   
Western Blot Analysis 
EBV-B cells were treated for 3 hours with PapMV nanoparticles or rapamycin, with or without 
pretreatment with 5 mM 3-MA. Cells were collected and washed Dulbecco's phosphate-buffered 
saline (D-PBS, Wisent Bioproducts). Proteins were extracted in the presence of HALT 
proteinase/phosphatase inhibitors (ThermoFisher) from the above-mentioned pelleted cells and 
quantified by Bio-Rad protein assay. Proteins were resolved by sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) 
membranes (Bio-Rad). Membranes were incubated with rabbit an anti-human LC3B antibody (Ab; 
1:3,000) (Novus Biologicals), a rabbit anti-ATG5-specific Ab (Cell Signaling) or a mouse anti-human 
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β-actin-specific Ab (1:10,000) (Millipore). Membranes were revealed with horseradish peroxidase 
(HRP)-linked anti-rabbit (1:5,000) or anti-mouse (1:40,000 for β-actin) Abs (Chemicon) followed 
by enhanced chemiluminescence (ECL) prime detection (Amersham) on film. Densitometry was 
performed with ImageJ software and indicated as the ratio between densities of LC3-II over LC3-I 
bands or the ratio of ATG5 over β-actin bands.  
Confocal Microscopy  
EBV-B cells were transfected with a plasmid coding for LC3 fused to enhanced green fluorescent 
protein (eGFP), kind gift of John Brumell (University of Toronto), using a microporator (Digital Bio) 
with 100 µL Neon kit (Life Technologies). The next day, GFP+ cells were sorted by flow cytometry 
using a BD FACSAriaTM III (BD Biosciences). Sorted cells were incubated with PapMV-AF647 
(10 µg/mL) or rapamycin (0.1 μM) for 3 hours. Cells were cytospun using a Cytofuge 2 (StatSpin) 
on slides and coverslips were mounted with ProLongTM Gold antifade mountant with DAPI 
(4′,6-diamidino-2-phenylindole, Life Technologies). Pictures were taken on an Olympus FV100 
confocal microscope and analyzed with ImageJ software for LC3-GFP+ vesicle count and surface 
quantification.   
Statistical Analysis  
When two groups were compared, statistical significance of normally distributed data 
(Shapiro-Wilk test) was calculated using two-tailed unpaired Student’s t-test. Statistical 
significance was defined at p <0.05.  When three groups were compared, statistical significance 
of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was calculated using a one-way ANOVA with 
post-hoc Tukey HSD (Honestly Significant Difference) for comparing multiple treatments or 
Dunnett’s multiple comparison test when means were compared to a control mean. Statistical 
significance was defined at p <0.05. All in vitro assays were repeated at least three times. Data 
were analyzed using Prism - GraphPad Software v8.3.0 (San Diego, CA, USA). 
Data Availability  
Data that support the findings of this study are available from the corresponding author upon 
reasonable request.  
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Figure 9. –  (Figure 1mI): TAP-independent MHC class I cross-presentation of PapMV VLPs requires 
active processing 
EBV-B (A) or T2 (B) cells were loaded with PapMV-M1 or M1 peptide for 6 hours at 4oC or 37oC. 
Cells were then washed and co-cultured with M1-specific CD8+ T lymphocytes for 16–18 hours at 
a 1:1 ratio. Supernatants were collected and IFN-γ was quantified by ELISA to evaluate MHC-I 
antigen cross-presentation. Results are represented as mean ± SEM (standard error of the mean), 
% of IFN-γ secretion at 37oC. Data were pooled from four (A) or two (B) independent experiments. 
For each experiment, IFN-γ secretion was measured in two technical replicates for each condition. 
Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was calculated using 
two-tailed unpaired Student’s t-test. Statistical significance was defined at p <0.05. ***p <0.001 
****p <0.0001 significantly lower than peptide control at 4oC. 
  
102 
Possamaï et al. 
 
Figure 10. –  (Figure 2mI): Inhibition of cathepsin S and endocytic acidification abrogate MHC class I 
cross-presentation mediated by PapMV VLPs 
A-D Top panel: EBV-B and T2 cells were pretreated for 1 hour with chloroquine (ChQ) (A-B) or a 
cathepsin S specific inhibitor (CatS inh.) (C-D) at indicated concentrations. PapMV-gp100 
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(25 µg/mL) or gp100 peptide (1 µM) was added to pretreated cells without washing and cells were 
incubated for 6 hours at 37oC. Cells were washed and co-cultured with gp100-specific CD8+ T 
lymphocytes for 16–18 hours at a 1:1 ratio. Supernatants were collected and IFN-γ was quantified 
by ELISA to evaluate MHC-I antigen cross-presentation. Results are presented as mean ± SEM, % 
of IFN-γ secretion of untreated (UT) cells. Data were pooled from five (A, C) seven (B) or six (D) 
independent experiments. For each experiment, IFN-γ secretion was measured in two technical 
replicates for each condition. Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk 
test) was calculated using two-tailed unpaired Student’s t-test. Statistical significance was defined 
at p <0.05. *p <0.05 **p <0.01 ***p <0.001 significantly lower than peptide control at 
corresponding inhibitor concentration. A-D Bottom panel: PapMV labeled with Alexa Fluor 647 
(PapMV-AF647, 10 µg/mL) was added for 3 hours and internalization was assessed by flow 
cytometry. Histograms represent PapMV endocytosis and are representatives of two (A, B, D) or 
three (C) independent experiments. For each experiment, PapMV uptake was assessed in one 
technical replicate for each condition. Numbers indicate PapMV-AF647 MFI from the 
representative experiment showed.   
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Figure 11. –  (Figure 3mI): Autophagy is induced in APC following incubation with PapMV VLPs 
A-B EBV-B cells were treated for 3 hours with PapMV VLPs (indicated concentration in µg/mL) or 
rapamycine (Rapa, 0.1 µM) with or without 1-hour pretreatment with 3-MA (5 mM). Cells were 
collected, protein extracted and resolved by SDS-PAGE using a 15% acrylamide gel, and LC3 was 
revealed by western blot. The scanned image of the blot was cropped between 20 kDa and 10 kDa 
for LC3 and is representative of three independent experiments. B Ratio of densitometry of 
LC3-II/LC3-I bands relative to the untreated (UT) control. Data are pooled from seven (without 
3-MA treatment) or three (with 3-MA treatment) independent experiments and are represented 
as mean ± SEM. For each experiment, ratio of densitometry LC3-II/LC3-I was calculated in one 
technical replicate for each condition. Statistical significance was calculated using a one-way 
ANOVA with post-hoc Dunnett’s multiple comparison test. Statistical significance was defined at 
p <0.05. **p <0.01 ****p <0.0001 significantly lower than UT control. C-E EBV-B cells were 
transfected with LC3-GFP plasmid and GFP+ cells were sorted and incubated for 3 hours with 
PapMV-AF647. C Pictures of representative cells per condition (untreated, PapMV or rapamycin) 
at 60x magnification from one representative experiment of three independent experiments. 
Blue: DAPI, Green: LC3-GFP and Red: PapMV-AF647. Scale bar represents 10 μm. D-E 
Quantification of LC3+ vesicles per cell (D) and the relative surface of LC3+ vesicles over total cell 
surface (E). Data are from a compilation of 30 cells per condition from one representative 
experiment of three independent experiments and are shown as mean ± SEM. Statistical 
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significance was calculated using a one-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD. Statistical 
significance was defined at p <0.05. **p <0.01 ***p <0.001 significantly lower than untreated (UT) 
control. F-G Linear regression plots showing the correlation between (F) the number of LC3+ 
vesicles and the number of PapMV VLP puncta or (G) the surface of LC3+ vesicles and the surface 
of PapMV VLP puncta. Pearson correlation coefficients were calculated with 30 cells from one 
representative experiment of three independent experiments. *p <0.05 **p <0.01.  
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Figure 12. –  (Figure 4mI): MHC class I antigen cross-presentation mediated by PapMV VLPs is 
dependent on autophagy induction  
A-B Top panel: EBV-B and T2 cells were pretreated for 1 hour with 3-MA at indicated 
concentrations. PapMV-gp100 (50 µg/mL) or gp100 peptide (1 µM) were added to pretreated 
cells without washing and cells were incubated for 6 hours at 37oC. Cells were washed and 
co-cultured with gp100-specific CD8+ T lymphocytes for 16–18 hours at a 1:1 ratio. Supernatants 
were collected and IFN-γ secretion was quantified by ELISA to evaluate MHC-I antigen 
cross-presentation. Results are presented as mean ± SEM, % of IFN-γ secretion compared to 
untreated cells from ten (A) or seven (B) independent experiments. In each experiment, IFN-γ 
secretion was measured in two technical replicates for each condition. Statistical significance of 
normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was calculated using two-tailed unpaired Student’s 
t-test. Statistical significance was defined at p <0.05. *p <0.05 **p <0.01 ***p <0.001 
****p <0.0001 significantly lower than peptide control.  
A-B Bottom panel: PapMV-AF647 (10 µg/mL) was added for 3 hours before internalization was 
assessed by flow cytometry. Representative histograms of PapMV-AF647 internalization in EBV-B 
(A) or T2 (B) cells from three independent experiments. For each experiment, PapMV-AF647 
uptake was assessed in one technical replicate for each condition. Numbers indicate 
PapMV-AF647 MFI from the representative experiment showed.  
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Figure 13. –  (Figure 5mI): ATG5 knockdown reduced PapMV VLP mediated MHC class I antigen 
cross-presentation 
EBV-B cells were transduced with lentivirus expressing mAmetrine and shRNA targeting ATG5 
mRNA (clones 2.2 and 2.4) or scramble shRNA (shSCR). After expansion of transduced cells, 
mAmetrine+ cells were sorted by flow cytometry. A ATG5 knockdown was evaluated by western 
blot. Cells were collected, protein extracted and resolved by SDS-PAGE using a 10% acrylamide 
gel. ATG5 and β-actin were revealed by specific antibodies. Scanned images of the blot were 
cropped between 50 kDa and 75 kDa for ATG5 and 37 kDa and 50 kDa for the β-actin loading 
control and are representative of two independent experiments. Numbers represent 
densitometry of ATG5/β-actin relative to untransduced cells (UT) for the blot presented. B 
PapMV-AF647 (10 µg/mL) was added for 3 hours and internalization was assessed by flow 
cytometry. Histograms represent PapMV-AF647 internalization in EBV-B cells and are 
representative of three independent experiments. For each experiment, PapMV-AF647 uptake 
was assessed in one technical replicate for each condition. Numbers indicate PapMV-AF647 MFI 
from the representative experiment showed. C PapMV-gp100 (50 µg/mL) or gp100 peptide 
(1 µM) was added to pretreated cells without washing and cells were incubated for 6 hours at 
37oC. They were then washed and co-cultured with gp100-specific CD8+ T lymphocytes for 16–18 
hours at a 1:1 ratio. Supernatants were collected and IFN-γ secretion quantified by ELISA to 
evaluate MHC-I antigen cross-presentation. Results are presented as mean ± SEM, % of IFN-γ 
secretion compared to untreated (UT) cells. Data were pooled from three independent 
experiments. In each experiment, IFN-γ secretion was measured in two technical replicates for 
each condition. Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was 
calculated using two-tailed unpaired Student’s t-test. Statistical significance was defined at 
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Figure 14. –  (Supplementary Figure S1mI): Chloroquine and cathepsin S inhibitor treatments do not 
alter MHC class I surface expression in EBV-B or T2 cells but 3-MA does at high 
concentrations 
EBV-B (A, C, E) or T2 cells (B, D, F) were treated for 1 hour with chloroquine (ChQ) (A-B), cathepsin 
S inhibitor (CatS inh.) (C-D) or 3-methyladenine (3-MA) (E-F) at indicated concentrations. Treated 
cells were labeled with anti-HLA-ABC antibody and MHC-I expression was assessed by flow 
cytometry. Histograms represent surface MHC-I molecule expression from one representative 
experiment of three independent experiments. For each experiment, HLA-ABC surface expression 
was assessed in one technical replicate for each condition. Numbers indicate HLA-ABC MFI from 
the representative experiment showed. MFI were quantified and normalized relative to the 
untreated (UT) control. Data are pooled from three independent experiments and are presented 
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as mean ± SEM. Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was 
calculated using a one-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD. Statistical significance was defined 
at p <0.05. ** p <0.01 *** p <0.001 **** p <0.0001 significantly lower than UT control. 
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Figure 15. –  (Supplementary Figure S2mI): Rapamycin alters antigen presentation in EBV-B and T2 
cells 
A, C EBV-B (A) and T2 (C) cells were pretreated for 1 hour with rapamycin (Rapa) at indicated 
concentrations and PapMV-gp100 (50 µg/mL) or gp100 peptide (1 µM) was added to pretreated 
cells without washing. Cells were incubated for 6 hours at 37oC and after extensive washing, were 
co-cultured with gp100-specific CD8+ T lymphocytes for 16-18 hours at a 1:1 ratio. Supernatants 
were collected and IFN-γ secretion was quantified by ELISA to evaluate MHC-I antigen 
cross-presentation. Results are presented as mean ± SEM, % of IFN-γ secretion of untreated (UT) 
cells. Data were pooled from six (A) or eight (C) independent experiments. For each experiment, 
IFN-γ secretion was measured in two technical replicates for each condition. For PapMV 
endocytosis controls, PapMV Alexa Fluor 647 (PapMV-AF647, 10 µg/mL) was added to pretreated 
EBV-B (A) and T2 (C) cells and cells were incubated for 3 hours. PapMV-AF647 uptake was assessed 
by flow cytometry. Histograms represent PapMV-AF647 endocytosis and are representative of 
three (A, C) independent experiments. For each experiment, PapMV-AF647 uptake was assessed 
in one technical replicate for each condition. Numbers indicate PapMV-AF647 MFI from the 
representative experiment showed. B, D After rapamycin pretreatment EBV-B (B) or T2 (D) cells 
were labeled with anti-HLA-ABC antibody and MHC-I expression was assessed by flow cytometry. 
Histograms represent surface MHC-I molecule expression from one representative experiment of 
three independent experiments. For each experiment, HLA-ABC surface expression was assessed 
in one technical replicate for each condition. Numbers indicate HLA-ABC MFI from the 
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representative experiment showed. MFI were quantified and normalized relative to the UT 
control. Data are pooled from three independent experiments and are presented as mean ± SEM. 
Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was calculated using two-
tailed unpaired Student’s t-test (A, C) or a one-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD (B, D). 
Statistical significance was defined at p <0.05.  
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Abstract 
B lymphocytes have multiple functions central to humoral immunity, including antigen 
(Ag) presentation to T cells, cytokine secretion and differentiation into antibody-secreting plasma 
cells (ASC). In vitro expansion of human B lymphocytes by continuous interleukin (IL)-4 stimulation 
and engagement of their CD40 receptor by CD40 ligand (CD40L) has allowed the use of these 
IL-4-CD40-B cells in research for the induction of Ag-specific immune responses. However, in vivo, 
follicular helper T cells also influence B cell activity through the secretion of IL-21. The impact of 
both cytokines on multiple B cell functions is not clearly defined. To further understand these 
cytokines in CD40-B cell biology, we stimulated CD40-B cells with IL-4, IL-21 or both (Combo) and 
characterized the proliferation response and B cell subsets. We demonstrate that IL-4- and 
Combo-CD40-B cells were mostly activated mature B cells, whereas IL-21 stimulation polarized 
B cells to functional ASC. We show that Combo-CD40-B cells expressed secondary lymphoid organ 
homing molecules and had a secretory phenotype similar to IL-4-CD40-B cells. Furthermore, we 
show that both IL-4- and Combo-CD40-B cells expressed molecules associated with favorable 
Ag-presenting cell (APC) functions with higher co-stimulatory molecules and lower negative 
immune checkpoint ligand levels, and were as efficient in promoting Ag-specific T cell activation 
and proliferation when compared to IL-21-CD40-B cells. Thus, in vitro stimulation of human B 
lymphocytes with CD40L and IL-21 polarize to ASC, while IL-4 or Combo generates cells with 
strong APC functions, providing a useful tool for research and clinical applications such as cancer 
immunotherapy. 
Keywords 
B lymphocytes; CD40; Interleukin-4; Interleukin-21; CD40-B cells; Antigen-presenting cells; T 
lymphocyte activation; Antibody production.  
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Introduction 
B lymphocytes play a central role in humoral immunity due to their differentiation into 
immunoglobulin (Ig)-secreting plasma cells (PC)1, 2. They also contribute to the immune response 
by antibody (Ab)-independent mechanisms2, 3 and act as antigen (Ag)-presenting cells (APC) for T 
cells4-7. Through cytokine secretion, B cells influence the development of lymphoid tissues, shape 
effector and memory T cell responses8-10, and can negatively regulate immune responses9, 11-14. 
Classical B cell immune reactions occur in germinal centers (GC) in secondary lymphoid 
organs (SLO). In mature GC, B cells that underwent class-switch recombination15 organize and 
cycle between the dark zone (DZ) and light zone (LZ) by expressing C-X-C chemokine receptor type 
4 (CXCR4) and CXCR5, respectively16. In the DZ, B cells proliferate and undergo somatic 
hypermutations. LZ B cells are subjected to affinity-based selection of their mutated B cell 
receptors for improved binding to immunizing Ag, with the help of T follicular helper (TFH) cells 
and follicular dendritic cells16, 17. Activated TFH cells express CD40 ligand (CD40L) and help GC B 
cells via CD40 signaling, which is crucial for B cell survival and maintenance of the GC reaction2.  
TFH cells also secrete cytokines such as interleukin (IL)-4 and IL-21 which influence B 
lymphocyte phenotype and activity17. IL-4 activates mainly signal transducer and activator of 
transcription (STAT)6 whereas IL-21 predominantly signals via STAT3, thus enabling the regulation 
of different gene subsets18. IL-4 has an anti-apoptotic effect on B cells through the induction of B-
cell lymphoma-extra large (BCL-xL)19 and upregulation of glycolytic metabolic processes20. IL-4 
with CD40 signaling promotes isotype switching to IgG and IgE21-24. In mouse models, IL-21 
regulates the GC response by maintaining expressions of transcription factors B-cell lymphoma-6 
(BCL-6) and AP-4 in GC B cells, which are critical for GC persistence, function, and output25-28. As 
a potent inducer of B cell proliferation29, 30, IL-21 regulates Ig production and isotype switching31-
33. IL-21 induces the secretion of IgG, IgM, IgA but is a negative regulator of IgE responses in 
human B cells32, 34-38. Moreover, IL-21 promotes the expression of transcriptional repressor 
B-lymphocyte-induced maturation protein 1 (BLIMP-1), which inhibits the expression of BCL-6 
and paired box 5 (PAX-5), and drives the differentiation of B cells into Ab-secreting PC (ASC) both 
in vitro and in vivo30, 32, 33, 39-42.  
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Human B-cell lines established by continuous in vitro stimulation by the CD40 pathway 
and IL-4 (IL-4-CD40-B cells)43, 44, have been used for the induction of an Ag-specific immune 
responses and are highly efficient APC for Ag-specific T cell activation45. We have demonstrated 
that Ag-unspecific IL-4-CD40-B cells pulsed with melanoma lysates efficiently process and present 
exogenous Ag by major histocompatibility complex (MHC) class II and activate both Ag-specific 
memory CD4+ T cells46 and naive CD4+ T cells47. Ag-pulsed, ex vivo-generated IL-4-CD40-B cells 
present Ag to T cells by MHC class I or class II, possess potent immunostimulatory properties and 
are capable of priming CD8+ and CD4+ T cells both in vitro and in vivo48-53. In vitro-expanded 
IL-4-CD40-B cells are also a potential alternative to dendritic cells (DC) for research and clinical 
applications such as cancer immunotherapy, circumventing the difficulties in DC generation5, 45. 
Furthermore, ex vivo-generated human IL-4-CD40-B cells express adhesion molecules and 
chemokine receptors for homing to SLO and can migrate toward their respective ligands in vitro, 
suggesting that they could migrate to SLO and interact with T cells in vivo54, 55. However, these in 
vitro studies use only CD40L and IL-443, 56, whereas in vivo, TFH cells help B cells by expressing 
CD40L, IL-4 and IL-21. The IL-21 receptor (IL-21R) is upregulated in B cells following CD40 
stimulation in vitro30, 57. As IL-21 can also induce B cell proliferation, we hypothesized that 
stimulating peripheral blood B lymphocytes with CD40L and both IL-4 and IL-21 would generate 
fast proliferating B cells with strong APC functions capable of inducing T cell activation. 
In this report, we characterized B cells stimulated with CD40L and the combination of IL-4 
and IL-21 (Combo-CD40-B cells). We demonstrate that Combo-CD40-B cells are mostly activated 
mature B cell subsets that secrete cytokines/chemokines and express molecules associated with 
strong APC functions. We further show that Combo-CD40-B cells are as efficient as 
IL-4-CD40-B cells in presenting Ag and promoting T cell activation and proliferation in vitro, and 
are more potent than IL-21-CD40-B cells which are mainly composed of ASC. These results provide 
further insights into CD40-B cell biology and show for the first time that the stimulation with 
CD40L, IL-4 and IL-21 generates highly proliferating B cells with efficient APC functions.  
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Material and Methods 
Isolation of Human CD14+ Monocytes and B Lymphocytes  
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by density gradient centrifugation from 
healthy donors (male and female aged 22 to 39 years old) as previously described58, 59. All donors 
gave informed written consent before collection of the samples per the Declaration of Helsinki, 
and the protocol was approved by the institutional Ethics Committee (REB number 2011-3681). 
After the last wash, cells were resuspended at 1 × 108 cells/mL in isolation medium comprised of 
Dulbecco's phosphate-buffered saline without calcium and magnesium (D-PBS; Wisent) 
supplemented with 2% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Gibco) and 1 mM EDTA (Invitrogen). Total 
monocytes were isolated from PBMC by immunomagnetic positive selection using 
EasySep™ Human CD14 Positive Selection Kit II (STEMCELL™ Technologies) following the kit’s 
instructions. Total B lymphocytes were subsequently purified from CD14+ monocyte-depleted 
PBMC by immunomagnetic negative selection using EasySep™ Human B Cell Enrichment Kit 
(STEMCELL™ Technologies) following the kit’s instructions. Cells enriched by this method were 
≥98% CD19+ as determined by flow cytometry.  
Generation of CD40-activated B Lymphocytes and Monocyte-derived Dendritic Cells 
Purified B lymphocytes were resuspended at 1 × 106 cells/mL in I7.5% HS medium comprised of 
Iscove's modified Dulbecco's medium (I, Wisent), 7.5% (v/v) heat-inactivated (HI) human AB 
serum (HS, Sigma-Aldrich), 2 mM GlutaMAX (Gibco), 100 IU/mL-100 µg/mL penicillin-
streptomycin (Wisent) and 10 µg/mL gentamicin sulfate (Wisent), supplemented with 5% (v/v) of 
Human UltraCD40L™ (Multimeric Biotherapeutics, Inc.), 50 ng/mL recombinant IL-4 and/or IL-21 
(both from PeproTech) and cultured in 24-well plates for 3 days. On day 3, cells were 
re-stimulated by adding 300 µL of I7.5% HS medium supplemented with CD40L and cytokines as 
mentioned above. Transmitted light images were captured on days 1 and 3 of culture using the 
EVOS FL imaging system (ThermoFisher Scientific) with a 4X phase objective. From days 4 to 12, 
cells were monitored and once the density reached 2 × 106 cells/mL, B cells were diluted to 
1 × 106 cells/mL in I7.5% HS medium supplemented with CD40L and cytokines as mentioned 
above. Purified CD14+ monocytes were resuspended at 1 × 106 cells/mL in Roswell Park Memorial 
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Institute-1640 (RPMI-1640, Wisent) supplemented with 5% (v/v) HI human AB serum, 
2 mM GlutaMAX, 100 IU/mL-100 µg/mL penicillin-streptomycin, 10 µg/mL gentamicin sulfate 
and 25 mM HEPES (Wisent), 80 ng/mL of recombinant granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor (GM-CSF, PeproTech) and 40 ng/mL of recombinant IL-4 and cultured in 
6-well plates for 6 days. Every other day, half of the medium was replaced with fresh medium 
supplemented with cytokines at final concentrations mentioned above. On day 6, 
monocyte-derived DC (MoDC) were matured by replacing half of medium with fresh medium 
supplemented with 5% (v/v) of Human UltraCD40L™ and cultured for another 2 days60. CD40-B 
cells were collected on day 9 for co-culture experiments whereas MoDC were collected on day 8 
for analysis or co-culture experiments. 
Flow Cytometry Analysis 
Cell surface and intracellular stainings were performed as described previously58, 59, 61, 62 using Abs 
(BD Biosciences) listed in Supplementary Table 1. Dead cells were stained with the LIVE/DEAD™ 
Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen). Flow cytometry data were acquired using a 
BD LSRFortessa™ instrument (BD Biosciences) and analyzed with FlowJoTM Software version 
10.6.2 (Becton, Dickinson and Company, Ashland, OR). The full gating strategy and representative 
dot plots for each marker are presented in Supplementary Figure S2. 
Cell Proliferation Assays 
To assess proliferative responses of cultured cells, B cells were isolated as described above and 
labeled with CellTraceTM Violet (CTV; Invitrogen) following the kit’s instructions. Briefly, purified 
B cells were resuspended at 1 × 106 cells/mL in a solution of 5 µM of CTV in D-PBS and incubated 
at 37oC for 20 minutes protected from light. Labeling was quenched and cells were washed with 
I7.5% HS culture medium. Then 2 × 105 purified CTV stained B cells were cultured as described 
above in duplicate in 96-well round-bottom microwell plates. At day 6 of culture, cells were 
collected and stained with LIVE/DEAD™ Fixable Far Red Dead Cell Stain Kit (Invitrogen). Flow 
cytometry data were acquired and analyzed as described above. Briefly, each proliferation peak 
was assigned a division number i (undivided cells; i = 0) and the number of cells N in each peak 
was measured (N(i) = number of events in division i). For each condition, a division index was 
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calculated as the total number of divisions ∑ 𝑖𝑖×𝑁𝑁𝑖𝑖
2𝑖𝑖





∑ 𝐷𝐷 × 𝑁𝑁𝑖𝑖2𝑖𝑖   
∑𝑁𝑁𝑖𝑖2𝑖𝑖
 
The division index is the average number of cell divisions that a cell in the original population has 
undergone. 
Immunoglobulin Quantification in Cell Supernatants 
IgA, IgM and total IgG concentrations from culture supernatants were determined using standard 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits (all from Invitrogen) as per the manufacturer’s 
instructions. Baselines from commercial human AB serum (Sigma-Aldrich) were inside the 
accepted ranges of reference values for normal human sera for clinical diagnostic purposes (total 
IgG, 7.0-16.0 g/L; total IgA, 0.7-4.0 g/L; IgM, 0.4-2.3 g/L). 
Human Cytokine and Chemokine Quantification in Cell Supernatants 
Secreted soluble cytokines/chemokines (Supplementary Table 2) were measured from 
cryopreserved supernatants of IL-4-, IL-21- and Combo-CD40-B cell cultures collected on days 6, 
9 and 12 using V-plex Ultra-Sensitive kit (Meso Scale Diagnostics). Quantification of secreted 
cytokines and chemokines was performed as per the kit’s instructions. Electroluminescent data 
were collected with the MESO QuickPlex SQ120 (Meso Scale Diagnostics) and analyzed with a 
four-parameter logistic curve fit using the DISCOVERY WORKBENCH software 4.0 (Meso Scale 
Diagnostics).  
Recognition Assays 
APC (CD40-B cells or MoDC) were cultured as described above and recognition assays were 
performed as described previously46, 62. Briefly, APC were collected, washed in D-PBS, 
resuspended at 1 × 106 cells/mL in their respective cytokine-supplemented media and pulsed for 
6 hours at 37oC with g209-2M peptide (IMDQVPFSV) or an irrelevant peptide (both human 
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leukocyte antigen (HLA)-A*0201 specific and from JPT Peptide Technologies GmbH) at indicated 
concentrations. Cells were extensively washed in D-PBS and resuspended at 1 × 106 cells/mL in 
R10% HS medium comprised of RPMI-1640 supplemented with 10% (v/v) HI human AB serum, 
2 mM GlutaMAX, 100 IU/mL-100 µg/mL penicillin--streptomycin, 10 µg/mL gentamicin sulfate 
and 25 mM HEPES. Melanoma glycoprotein (gp)100-specific CD8+ T cell clone (L2D8 g209 T cells) 
was kindly provided by Mark Dudley (National Cancer Institute; NIH, Bethesda, MD). L2D8 g209 
T cells are specific to native (ITDQVPFSV) and modified (g209-2M; IMDQVPFSV) versions of gp100 
HLA-A*0201-restricted epitope (positions 209-217). Resting L2D8 g209 T cells were collected and 
resuspended at 1 × 106 cells/mL in R10% HS. For co-culture assays, 2.5 × 104 APC and 2.5 × 104 T 
cells (ratio 1:1) were seeded in duplicate in 96-well round-bottom microwell plates and cells were 
incubated for 16 to 20 hours at 37oC. Interferon (IFN)-γ secretion in culture supernatants was 
measured by standard ELISA as described previously62. Supernatants from T cells only and T cells 
stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 50 ng/mL; Sigma-Aldrich)/Ionomycin 
(1 μg/mL; Sigma-Aldrich) were used as controls and the limit of detection for IFN-γ concentration 
was set to 15.6 pg/mL. Cells were collected and stained with LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell 
Stain Kit and for surface markers CD3, CD8 and 4-1BB, OX40 or intracellular IFN-γ, 
tumor necrosis factor (TNF)-α (Abs listed in Supplementary Table 1) as described previously58, 59, 
61, 62. Cells were analyzed by flow cytometry. 
ELISPOT 
IFN-γ enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT) was performed as described previously62. 
Briefly, APC were pulsed for 6 hours at 37 °C with 1 µM of Cytomegalovirus, Epstein Barr virus 
and influenza virus peptide pool (CEF; Mabtech Inc) or irrelevant peptide pool. Extensively 
washed autologous APC were resuspended at 1 × 106 cells/mL in R10% HS, and 5 × 104 cells were 
added to wells containing 5 × 104 T cells in R10% HS medium. Cells were incubated for 16–20 
hours at 37 °C in a CO2 incubator. Cells were discarded and ELISPOT plates were processed as per 
the Human Interferon gamma ELISPOT Kit’s instructions (Abcam). Spot forming units (SFU) were 
counted with the ImmunoSpot Series 3B Analyzer (Cellular Technology Ltd.) and ImmunoSpot® 
software v5.0. Medium only, T cells only and T cells stimulated with PMA (50 ng/mL)/Ionomycin 
(1 μg/mL) were used as controls.   
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Mixed Lymphocyte Reaction and T Cell Proliferation Assay 
Mixed lymphocyte reactions (MLR) were performed as described previously46, 63. Briefly, APC 
were collected, washed, resuspended at 1 × 106 cells/mL in R10% HS and irradiated at 15 Gy. On 
the same day, allogeneic T cells were isolated from PBMC by negative selection using EasySep™ 
Human T Cell Isolation Kit (STEMCELL™ Technologies) following the kit’s instructions. To assess 
proliferative responses of cultured cells, enriched T cells were labeled with CTV as described 
above for B cells. Then, 1 × 105 allogeneic-enriched T cells were co-cultured for 6 days with 
irradiated APC in 96-well flat-bottom tissue culture plates at an APC:T cell ratio of 1:4 and 1:1. 
T cells only and T cells stimulated with plate-bound anti-CD3 monoclonal Ab (clone OKT3, 
1 µg/mL; eBioscience™), soluble anti-CD28 monoclonal Ab (clone CD28.2, 1 µg/mL; BD 
Biosciences) and recombinant human IL-2 (300 UI/mL; Novartis Pharmaceuticals PROLEUKIN®) 
were used as controls. On day 6, T cell proliferation was monitored by flow cytometry. Division 
indexes were calculated as mentioned above.  
Statistical Analysis 
When comparing multiple treatments at a single time point, statistical significance of normally 
distributed data (Shapiro-Wilk test) was calculated using a one-way analysis of variance (ANOVA) 
with post hoc Tukey HSD (Honestly Significant Difference). When comparing multiple treatments 
at several time points, statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was 
calculated using a repeated measure two-way ANOVA with post hoc Tukey HSD. Statistical 
significance was defined at p <0.05. Phenotypic analysis was performed with 10 healthy donors. 
All in vitro assays were repeated at least three times. Data were analyzed using Prism - GraphPad 
Software v8.4.2 (San Diego, CA, USA).  
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Results 
Culture of primary B cells with CD40L and IL-4 and/or IL-21 induces strong proliferation and 
distinct B cell subsets  
To study the impact of IL-21 vs. IL-4 or the combination of both cytokines on B cell biology, 
we evaluated the proliferation of human B lymphocytes enriched from PBMC and stimulated with 
CD40L and either IL-4 (IL-4-CD40-B) or IL-21 (IL-21-CD40-B) or both cytokines (Combo-CD40-B) 
(Figure 1A). After one day, we observed small cell clumps in all conditions (Figure 1B), which grew 
significantly bigger after three days in culture, suggesting cell proliferation. IL-21- and 
Combo-CD40-B cells also formed irregularly shaped clumps compared to the round morphology 
of IL-4-CD40-B cell clumps (Figure 1B). CD40L alone or cytokines alone did not induce proliferation 
(Figure 1C). IL-21- and Combo-CD40-B cells both showed stronger proliferation profiles than 
IL-4-CD40-B cells as shown by higher division indexes (Figure 1C). Stimulation with higher cytokine 
concentrations showed no significant differences in cell proliferation, confirming that differences 
were not due to suboptimal cytokine concentrations (Supplementary Figure S1A-B). Our results 
demonstrate that IL-21 alone or in combination with IL-4 significantly increased B cell 
proliferation at early time points.   
To characterize B cell phenotypes associated with unstimulated, IL-4-, IL-21- or 
Combo-CD40-B, we examined B cell subsets every 3 days for up to day 12 of culture (Figure 1A) 
using the mature B cell (Bm)1-Bm5 nomenclature64, 65 based on surface markers CD38 vs. IgD. 
Freshly isolated unstimulated B lymphocytes were a heterogenous population mostly composed 
of resting naive Bm1/2 cells (CD38-/lowIgD+) and early (e) memory eBm5/Bm5 cells (CD38-/lowIgD-). 
Pre-GC B cells (CD38highIgD+) and Bm3/4 cells (CD38highIgD-) corresponding to GC B cells 
(centroblasts/centrocytes) and plasmablasts (PB)/PC were only detected at very low frequencies 
(Figure 1D-E). Over the 12-day culture, the frequency of Bm1/2 cells decreased in all three 
conditions while the number of cells displaying mature phenotypes (eBm5/Bm5 and/or Bm3/4) 
increased (Figure 1D-E). The frequency of Bm1/2 cells was similar in IL-21- and Combo-CD40-B 
cells and was significantly lower than IL-4-CD40-B cells. The decrease in Bm1/2 subset was 
associated with an increase in eBm5/Bm5 cells in both IL-4 and Combo conditions. In comparison, 
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the number of eBm5/Bm5 cells in IL-21-CD40-B lymphocytes increased up to day 6 then dropped 
at day 9 (Figure 1E, top right panel). At day 6, nearly 13% of IL-21-CD40-B cells displayed a Bm3/4 
phenotype, whereas ≤2% of Bm3/4 cells were identified in IL-4- and Combo-CD40-B cells. This 
subset increased over the next 6 days of culture. At day 9, ~33% Bm3/4 IL-21-CD40-B cells were 
identified compared to ~19% and ≤1% in Combo- and IL-4-CD40-B cells, respectively (Figure 1E, 
bottom left panel). Similarly, a slight increase of pre-GC B cells was observed in IL-21- and 
Combo-CD40-B cells but not in IL-4-CD40-B cells (Figure 1E, bottom right panel). These 
fluctuations in B cell subsets induced by IL-4, IL-21 and Combo were also observed using the CD27 
vs. IgD classification system65, 66 (Supplementary Figure S1C-D). 
These results demonstrate that induction of different B cell subsets was dependent on the 
cytokine used. IL-21 drives B cells toward more mature phenotypes whereas IL-4 alone has a mild 
impact on CD40-B cell subsets. These data showed that Combo-CD40-B cells were heterogenous 
and mostly composed of activated/mature cells.  
IL-21 signaling induces distinct memory B cell subsets and drives the generation of 
antibody-secreting cells 
For B cell classification of peripheral blood B cells, the CD38 vs. IgD nomenclature64 
combines different types of memory (Me) B cells in eBm5/Bm5 subsets and regroups GC B cells 
and PB/PC into the Bm3/4 subset. Since these subsets were induced in IL-21- and Combo-CD40-B 
cells, we aimed to resolve more precisely these subsets.  
Me B cells were gated on live CD19+CD27+ cells and subpopulations were identified based 
on surface expressions of IgM vs. IgD (Supplementary Figure S2A). Unstimulated B lymphocytes 
were composed of ~51% of IgMlow/+IgD+ natural Me, ~38% of IgM-IgD- switched post-GC Me, and 
~11% of IgM+ post-GC Me B cells (Figure 2A-B). While IL-4 did not significantly change the 
proportion of all Me B cell subsets compared to unstimulated B cells, IL-21 and Combo induced 
differentiation of natural Me B cells into both IgM+ and IgM-IgD- switched post-GC Me B cells 
(Figure 2A-B). Thus, under our conditions, IL-21 signaling induced the switch from surface IgM/IgD 
to other Ig. 
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Since our classification could not distinguish conventional CD27+ switched Me cells and 
activated CD27+ PB/PC, we examined if our culture conditions could induce functional 
Ab-secreting PB (IgD-CD27highCD38high) and terminally differentiated PC 
(IgD-CD27highCD38highCD138+) as indicated by generations of Bm3/4 cells and CD27+IgM-IgD- cells 
in IL-21- and Combo-CD40-B cells (Supplementary Figure S2A, bottom panel).  
PB or PC were not generated in IL-4-CD40-B cells (Figure 2 C-D). However, from days 3 to 
12, we detected an increase of IgD-CD27highCD38high cells among IL-21- and Combo-CD40-B cells 
indicating the differentiation of B lymphocytes toward a PB/PC phenotype. At day 9, frequency of 
IgD-CD27highCD38high PB/PC was significantly higher with IL-21 stimulation than with Combo 
(~6% vs. ~31%, respectively) (Figure 2 C-D). Among these cells, frequencies of CD138+ cells were 
also significantly higher in IL-21-CD40-B cells (~22%) compared to Combo-CD40-B cells (5%) 
(Figure 2 C-D). To validate these results, we evaluated the concentration of secreted IgA, IgM and 
IgG in day 12 cell culture supernatants. IL-21-CD40-B cells secreted significantly higher 
concentrations of IgM, total IgA and IgG than Combo-CD40-B cells. In contrast, IL-4-CD40-B cells 
produced only low amounts of IgM and IgG (Figure 2E).  
Taken together, IL-21 demonstrates a potent role in inducing Ig switch and in driving PB/PC 
differentiation in vitro. IL-4 had only a dim impact on Me B cell compartments and did not induce 
differentiation of PB or mature PC. Its added presence in Combo seems to dampen the IL-21 effect 
on B cells. 
Activation molecules and SLO homing molecules are differently regulated by IL-4-, IL-21-, and 
Combo-CD40-B cells 
We evaluated the modulation of activation molecules and expressions of chemokine 
receptors and adhesion molecules by IL-4-, IL-21-, and Combo-CD40-B cells. Since MoDC are 
regarded as traditional APC, CD40L-matured MoDC were produced as reference (Figure 3A). 
The expression of CD21 and the surrogate marker of early activation CD69 was evaluated 
as those molecules are classically modulated following B cell activation. As expected, CD21 and 
CD69 were not detected on MoDC (Figure 3B). CD21 was expressed by ≥85% of unstimulated B 
cells, indicating a resting state. Upon stimulation, the frequency of CD21+CD40-B cells decreased 
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gradually overtime. We measured a significantly lower frequency of CD21+IL-4-CD40-B cells 
(~6% on day 9) compared to IL-21- and Combo-CD40-B cells (~43% vs. ~31%, respectively) 
(Figure 3B). CD69 was detected within 3 days as nearly 84% of IL-4-CD40-B cells expressed this 
marker by day 3. In comparison, activation with IL-21 (~53%) or Combo (~63%) was less prominent 
(Figure 3B). Whereas 65% of IL-4-CD40-B cells retained CD69 expression for up to day 12, its 
expression was transient and rapidly downregulated close to baseline levels by day 6 for 
IL-21- and Combo-CD40-B cells (Figure 3B). 
Because expression of the IL-2R α-chain (CD25) by B cells has been linked to a mature 
phenotype with better proliferative and APC capacities67, 68, we evaluated CD25 expression by 
CD40-B cells. CD25 induction was detected in all three groups within 3 days as ≥50% of CD40-B 
cells were CD25+ but IL-21- and Combo-CD40-B cells displayed the highest frequency of CD25+ 
cells on day 6 (~77% vs. ~92% respectively). However, CD25 expression was transient and 
CD25-expressing B cells were reduced to ~10% by day 12 for IL-4- and Combo-CD40-B cells 
whereas nearly 34% of IL-21-CD40-B cells retained CD25 expression (Figure 3B). 
To investigate the capacity of CD40-B cells to migrate to SLO for T cell activation, we 
characterized the expression of SLO homing molecule C-C chemokine receptor type 7 (CCR7), 
CXCR4, CXCR5 and CD62L. Most B cells expressed CXCR4 (~72%), CXCR5 (~95%) and CD62L (~56%) 
but only 10% of enriched B cells were CCR7+ (Figure 3C). Upon activation, the frequency of 
CD62L+IL-4-CD40-B cells remained constant for 12 days whereas CD62L expression was induced 
in nearly 90% of IL-21- and Combo-CD40-B cells within 3 days and remained stable. 
IL-4-CD40-B cells gradually downregulated CXCR5 whereas IL-21-CD40-B cells mildly 
downregulated CXCR5 expression as nearly 15% and 65% of CXCR5+ CD40-B cells were detected 
on day 12. Interestingly, the frequency of CXCR5+Combo-CD40-B cells (≥ 80%) was stable up to 
day 9 but was significantly decreased by day 12 (~38%) (Figure 3C, bottom panel). Although 
CCR7+ CD40-B cells decreased overtime for all groups, a significantly higher frequency of 
CCR7+IL-4-CD40-B cells was detected compared to IL-21- or Combo groups. Nearly 30% of MoDC 
expressed CCR7 but lacked the expression of CD62L, CXCR4 and CXCR5 (Figure 3C). CXCR4 
expression was abruptly downregulated by Combo- and IL-4-CD40-B cells whereas 
≥40% IL-21-CD40-B cells retained its expression from days 3 to 12 (Figure 3C, bottom left panel). 
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These results may be explained by the generation of Bm3/4 cells (GC B cells and PB/PC) in 
IL-21-CD40-B cells as CXCR4 and CXCR5 orchestrate B cell migration from the DZ and LZ 
respectively, in GC. CXCR4 also directs PB/PC toward specific niches in SLO and the bone 
marrow69, 70.  
Our results suggest that CD40-B cells could migrate into SLO with IL-21- and 
Combo-CD40-B cells showing a higher propensity than IL-4-CD40-B based on CD62L and CXCR5 
expression. The expression kinetics of these receptors suggests that their migratory properties 
are stronger at early time points.  
CD40-B cells secrete multiple cytokines and chemokines 
Under appropriate conditions, B cells can differentiate into effector B cell subsets 1 and 2 
(Be1 and Be2 cells), which secrete TH1- and TH2-associated cytokines, respectively10, 71. Since 
phenotypic differences were distinct by day 6 of culture, we evaluated the secretion of 
chemokines and cytokines by multiplex assay in IL-4-, IL-21- and Combo-CD40-B cell culture 
supernatants collected on days 6, 9 and 12.  
TH1 cytokines IFN-γ, TNF-α, IL-2 and IL-12p70, and TH2 cytokines IL-10 and IL-13 were 
detected in both IL-4- and Combo-CD40-B cell supernatants (Figure 4A-B). IFN-γ, IL-12p70, IL-10 
and IL-13 were secreted at similar levels by both cell types on days 6 to 12 (Figure 4A-B). TNF-α 
was detected at higher concentrations in the supernatant of IL-4-CD40-B cells at day 12 (Figure 
4A). IL-4 secretion was also detected but was out of the kit’s range compared to IL-5, which was 
not detected in all three conditions (data not shown). Pro-inflammatory cytokines IL-1β and IL-6 
were also secreted by both IL-4- and Combo-CD40-B cells with a ~10-fold higher secretion of IL-6 
by IL-4-CD40-B cells than Combo-CD40-B cells on day 9 (Figure 4A-B). TH1 or TH2 cytokine 
secretion by IL-21-CD40-B cells was either low (IL-2, IL-6, IL-10, IL-13 and TNF-α) or undetectable 
(IFN-γ and IL-1β) (Figure 4A-B).  
IL-21 or Combo induced a higher production of chemokines CCL3 (C-C motif chemokine) 
and CCL4 compared to IL-4 (Figure 4C, top panel). Similar CCL3 levels were in IL-21- and Combo-
CD40-B cell supernatants. Although not significant, CCL4 secretion was higher in 
IL-21-CD40-B cells (Figure 4C, top panel). CXCL10 secretion was induced by all conditions but was 
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higher in Combo-CD40-B cell supernatant whereas similar C-X-C motif chemokine 8 (CXCL8) levels 
were detected (Figure 4C, bottom panel). Interestingly, IL-21 appeared to promote secretion of 
IL-7 and vascular endothelial growth factor (VEGF) secretion but not GM-CSF compared to IL-4 or 
Combo stimulation (Figure 4D).  
Thus, in vitro stimulation of CD40-B cells with IL-4 or Combo seems to induce both Be1 
and Be2 cells, while IL-21 favored secretion of chemokines and VEGF. Our results suggest that 
Combo-CD40-B cells could influence T cell chemotaxis, differentiation and activation. 
IL-4 and Combo induce the expression of markers associated with antigen-presentation and T 
cell stimulation 
To evaluate if IL-21- and Combo-CD40-B cells could act as potent APC, we evaluated the 
expression of co-stimulatory and co-inhibitory ligands by IL-4-, IL-21- or Combo-CD40-B cells and 
CD40L-matured MoDC. 
From days 0 to 12, ≥95% of IL-4- and Combo-CD40-B cells stably expressed MHC class I and 
II. However, higher geometric mean fluorescence intensity (MFI) ratios indicated more MHC 
molecules were expressed on Combo-CD40-B cells compared to IL-4-CD40-B cells. Although the 
frequency of MoDC expressing HLA-DR was similar to IL-4- and Combo-CD40-B cells, we detected 
a significantly lower number of HLA-ABC+ MoDC than Combo-CD40-B cells. Also, 
HLA-DR+ IL-21-CD40-B cells gradually decreased down to ~79% by day 12 and MFI ratios also 
indicated that the number of MHC class II molecules on the cell surface was lower compared to 
IL-4-CD40-B cells (Figure 5A, right panel).  
Upon activation, CD83 and CD86 were expressed by ≥75% of IL-4- and Combo-CD40-B cells 
by day 3. CD86 expression remained stable overtime in both conditions and was similarly 
expressed by MoDC (Figure 5B, bottom panel). While CD83 expression was transient and 
downregulated in Combo-CD40-B cells, MFI ratios suggest that expression was still higher than in 
IL-4-CD40-B cells. On day 12, ~40% of CD83+Combo-CD40-B cells were detected which was similar 
to the frequency of CD83+MoDC (Figure 5B, middle panel). CD80 expression was detected in ≥30% 
of IL-4- and Combo-CD40B cells from days 3 to 12. Compared to Combo-CD40-B cells, the number 
of CD80+ MoDC was significantly higher (Figure5B, top panel). CD80, CD83 and CD86 expressions 
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on IL-21-CD40-B cells were detected within 3 days at nearly the same levels as IL-4- or 
Combo-CD40-B cells but was also transient (Figure 5B).  
We also examined ligands engaging T cell co-stimulation TNF receptor (TNFR) family 
members such as OX40, 4-1BB and CD27. Both CD70 and OX40 ligand (OX40L) were detected 
upon stimulation of B cells. The frequency and MFI of CD70+ were significantly higher in 
Combo-CD40-B cells than in IL-4-CD40-B cells from days 6 to 9, but were similar on day 12 (Figure 
5C, top panel). OX40L expression was similar for IL-4- and Combo-CD40-B up to day 6, but then 
decreased in the Combo group, whereas it remained stably expressed in IL-4-CD40-B cells (Figure 
5C, middle panel). Although CD70 and OX40L were upregulated by IL-21-CD40-B cells, their 
expressions were transient and rapidly downregulated (Figure 5C, top/middle panels). 
4-1BB ligand (4-1BBL) was barely expressed by any CD40-B cells while CD70, 4-1BBL and OX40L 
were not detected on MoDC (Figure 5C).  
Finally, we assessed the expression of inhibitory ligands programmed death-ligand 1 
(PD-L1), PD-L2 and Galectin-9 (Gal-9). PD-L1 expression was detected in nearly 14% of 
unstimulated B cells which decreased to ~3% by day 6 upon CD40L and IL-4 or Combo stimulation. 
In comparison, PD-L1 expression was detected in nearly 8% of IL-21-CD40-B cells from days 6 to 
12. Similarly, ~11% of MoDC were PD-L1+ (Figure 5D, left panel). Remarkably, PD-L2 and Gal-9 
were not induced in any B cell groups compared to MoDC whose expression was detected in 20% 
and 80% of the population, respectively (Figure 5D, middle/right panel).  
Together these results demonstrate that IL-4 and Combo stimulations induce the 
expression of molecules associated with efficient Ag presentation and T cell stimulatory capacity.  
IL-4- and Combo-activated CD40-B cells are efficient APC that promote T cell activation and 
proliferation 
To assess if IL-21- or Combo-CD40-B cells could be potent APC similar to IL-4-CD40-B cells 
or MoDC, we assessed the capacity of IL-21- and Combo-CD40-B cells to present Ag by MHC class I 
and activate Ag-specific T cells (Figure 6A). 
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Co-culture of g209-2M-specific T cells with APC showed enhanced peptide recognition in 
co-cultures with Combo-CD40-B cells. Nearly 75% of T cells upregulated 4-1BB when co-cultured 
with Combo-CD40-B cells pulsed with 0.001 µM of peptide compared to ~60% with IL-4-CD40-B 
cells and MoDC. Co-culture with IL-4-, Combo-CD40-B cells or MoDC pulsed with higher peptide 
concentrations led to complete T cell activation as ≥90% of 4-1BB+ T cells were detected. Notably, 
g209-2M peptide-pulsed IL-21-CD40-B cells were less efficient at promoting T cell activation at all 
peptide concentrations (Figure 6B). Similarly, the frequency of IFN-γ secreting T cells was higher 
when co-cultured with Combo-CD40-B cells (~80%) compared to IL-4-CD40-B cells or MoDC (both 
at ~48%) pulsed with g209-2M peptide at non-saturating peptide concentration (0.001 µM; Figure 
6C). At this concentration, IL-21-CD40-B cells were less efficient and induced IFN-γ production in 
~30% of T cells. However, at saturating peptide concentrations (0.01-10 µM), no significant 
differences were measured for all co-culture conditions suggesting that the peptide-MHC-I-T cell 
receptor complex stimulation was strong enough to activate T cells (Figure 6C). Of note, nearly 
70% of T cells were TNF-α+ when co-cultured with IL-4- or Combo-CD40-B pulsed with g209-2M 
peptide at 0.0001 µM compared to 50% for T cells co-cultured with IL-21-CD40-B cells or MoDC 
pulsed at the same concentration. At higher peptide concentrations, no significant differences in 
the frequency of TNF-α+ T cells were found (Supplementary Figure S3).  
We quantified IFN-γ secretion in the supernatant for a more sensitive assessment of T cell 
activation at saturating peptide concentrations. Contrary to our flow cytometry data, no 
significant differences in IFN-γ concentrations were measured when APC were pulsed with g209-
2M peptide at 0.001 µM. However, when pulsed with 0.01 and 0.001 µM, we measured a higher 
IFN-γ secretion by T cells co-cultured with Combo-CD40-B cells than those co-cultured with 
IL-4-CD40-B cells or MoDC (Figure 6D). We also detected similar IFN-γ secretion levels when T 
cells were stimulated with IL-4-CD40-B cells or MoDC pulsed with g209-2M peptide at 0.01-1 µM, 
suggesting the same efficiency at stimulating T cells. Notably, g209-2M peptide-pulsed IL-
21-CD40-B cells weakly stimulated g209-2M-specific CD8+ T cell clone as shown by significantly 
lower IFN-γ at all peptide concentrations tested (Figure 6D). We hypothesized that these 
differences in APC functions were due to a differential capacity to form an immune synapse 
between APC and T cells. Therefore, we evaluated the synapse formation between 1µM g209-2M 
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peptide pulsed-APC and g209-2M-specific T cells. No significant differences were observed in the 
frequency of synapse formation between Il-4-, IL-21- or Combo-CD40-B cells. Although MoDC 
appeared to form a lower number of immune synapses with T cells than CD40-B cells, no 
significant differences were observed (Supplementary Figure S3B). Our data demonstrate that 
Combo-CD40-B cells are efficient APC and can trigger a strong Ag-specific T cell activation, which 
is probably due to better cell-cell interactions and release of soluble factors as opposed to the 
quality of immunological synapse formation.  
We next addressed whether Combo-CD40-B cells could activate memory T cells present at 
low frequencies in a T cell population. MoDC and CD40-B were pulsed with a pool of MHC-I 
restricted T cells epitopes from Cytomegalovirus, Epstein Barr virus and Influenza virus (CEF) and 
co-cultured with enriched autologous CD3+ T cells. The activation of CEF-specific T cells was 
evaluated by ELISPOT detection of IFN-γ secretion, which showed that the number of IFN-γ spot 
forming units (SFU) and size were not significantly different when T cells were co-cultured with 
CEF-pulsed Combo- or IL-4-CD40-B cells. However, the number and size of SFU were higher when 
T cells were co-cultured with IL-4 or Combo-CD40-B cells than with IL-21-CD40-B cells or MoDC 
indicating a higher IFN-γ secretion resulting from stronger stimuli (Figure 6E) as shown in 
Figure 6D. These results show that Combo-CD40-B cells are as efficient as IL-4-CD40-B cells in 
activating CEF-specific memory CD8+ T cells present at low frequencies in a heterogenous T cell 
population. 
Finally, to evaluate the efficiency of Combo-CD40-B cells to promote T cell proliferation, 
we performed an allogeneic T-cell stimulation in a mixed lymphocyte reaction (MLR). Compared 
to IL-21-CD40-B cells, IL-4- or Combo-CD40-B cells were efficient in allogeneic T-cell stimulation 
at both ratios and gave similar division indexes. MoDC were as efficient as IL-4- or Combo-CD40-B 
cells in activating T cells at 1:4 ratio but not at a 1:1 ratio (Figure 6F). These results suggest that 
Combo-CD40-B cells are efficient APC capable of inducing T cell proliferation. 
Altogether, our results demonstrate that the stimulation of human B cells with CD40L, and 
the combination of IL-4 and IL-21 generate potent APC capable of promoting T cell activation and 
proliferation in vitro.   
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Discussion 
CD40-B cells have been used to study B cell activation, differentiation and function, 
particularly to induce Ag-specific immune responses45-53. Among the several studies featuring 
culture protocols for B cells5, 72, 73, to our knowledge, none has evaluated the capacity of IL-21 or 
the combination of IL-4 and IL-21 to induce potent APC functions of B cells. In the present study, 
we demonstrated that ex vivo IL-21-stimulated CD40-B cells differentiate toward ASC with 
reduced Ag presentation capabilities, whereas CD40-activated human B lymphocytes cultured 
with both IL-4 and IL-21 are highly proliferative professional APC that are as efficient as 
IL-4-CD40-B cells in stimulating CD8+ T cells cultured in vitro. 
Previous studies reported that IL-21 is a potent inducer of B cell proliferation30, 32, 35, 41, 74. 
Similarly, we showed that IL-21- and Combo-CD40-B cells had significantly stronger proliferation 
than IL-4-CD40-B cells. Su et al., also showed that human IL-21- and Combo-CD40-B cells had a 
robust expansion compared to IL-4-CD40-B cells50. The combination of both IL-21 and IL-4 also 
increase cell division of murine CD40-B cells75. Thus, stimulating CD40-B cells with both IL-4 and 
IL-21 is an efficient method to rapidly expand human B lymphocytes to high numbers. 
Moreover, the stimulation of B cells with CD40L and IL-4 and/or IL-21 generate distinct B 
cell phenotypes. We showed that IL-4 did not drastically affect B cell phenotypes compared to 
unstimulated B cells whereas IL-21 gradually polarized CD40-B cells toward terminally 
differentiated CD138+ Ab-secreting PC. Combo-CD40-B cells were less prone to differentiate into 
ASC than IL-21-CD40-B cells, suggesting that IL-4 signaling antagonize the IL-21-mediated 
induction of PB/PC. In contrast to our results, Franke et al., concluded that the stimulation of 
PBMC with an anti-CD40 Ab and both IL-4 and IL-21 generates ASC76. This discrepancy may be 
explained by technical differences to generate CD40-B cells such as their stimulation of 
PBMC vs. enriched B cells, and the source of CD40L. Su et al., reported that although CD40-B cells 
cultured with IL-2, IL-4, IL-21 and BAFF did not differentiate to PC up to day 12, they abruptly 
differentiated in CD27highCD38highCD138+ PC on days 14 to 16 that translated into reduced 
Ag-presentation functions compared to day 8 CD40-B cells50. Characterizing Combo-CD40-B cells 
beyond day 12 would allow us to evaluate if a similar late differentiation to ASC occurs with our 
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culture method. IL-21 is known to regulate the GC response by maintaining expressions of 
transcription factors BCL-625-28 but also induces BLIMP-1, which inhibits BCL-6 and drives B cell 
differentiation into ASC in vitro and in vivo30, 32, 33, 39-42. The added presence of IL-4 may keep 
Combo-CD40-B cells in a "GC-like" proliferative state and dampen or delay the induction of the 
PC transcriptional program. Our hypothesis is supported by two studies who showed that when 
used in combination, IL-4 and IL-21 cooperate to induce BCL-6 in murine CD40-B cells75, 77. 
Deciphering kinetics of induction of key B cell transcription factors such as BCL-6 and BLIMP-1 
would provide a description of events leading to the observed B cell phenotypes in our study. 
Also, it has been suggested that TFH cells may have a different temporal expression of IL-4 vs. IL-21 
over the course of the immune response, with IL-21 secreted first23, 78. It remains to be studied if 
stimulating Combo-CD40-B cells sequentially instead of simultaneously with both cytokines could 
influence their rate of proliferation, their phenotypes and functions. 
For vaccination purposes, B cells need to reach SLO to present Ag to cognate T cells and 
elicit their activation and expansion. Similar to studies from von Bergwelt-Baildon and 
colleagues54, 79, 80, we showed that IL-4-, IL-21- and Combo-CD40-B cells differently expressed SLO 
homing molecules CD62L, CCR7, CXCR4 and CXCR5 whereas MoDC expressed only CCR7. 
Expression kinetics of these receptors suggest that Combo-CD40-B cells may have higher SLO 
homing properties than IL-4-CD40-B cells which would make them a better vaccine platform 
compared to IL-4-CD40-B cells and MoDC. Although we did not evaluate the migratory capacity 
of CD40-B cells, previous studies showed that these molecules mediate the migration of human 
and murine IL-4-CD40-B cells toward their respective ligands in vitro and promote their homing 
to SLO in mice54, 79, 80. Gonzalez et al., further demonstrated that vaccination of mice with 
peptide-pulsed IL-4-CD40-B cells induced an efficient antitumoral response of cytotoxic T cells 
(CTL)80. We hypothesize that Ag-pulsed Combo-CD40-B cells could home to SLO, present Ag to 
CTL and trigger a cellular response against an immunizing Ag. We speculate that Combo-CD40-B 
cells may be an alternative source of APC and be used as an efficient vaccine platform through 
cell therapy, instead of DC, in immunotherapies such as cancer vaccines.  
As potent APC, IL-4-CD40-B cells have been used for the induction of Ag-specific T cell 
immune responses45-53. In this study, we demonstrated that Combo-CD40-B, but not 
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IL-21-CD40-B cells, secreted chemokines, cytokines and displayed a phenotype associated with 
strong Ag-presentation functions similar to IL-4-CD40-B cells. Due to technical limitations, 
chemokine and cytokine secretion by MoDC was not quantified. Cytokines and chemokines 
produced by B cells can shape effector T cell responses10, 71 and induce the migration of CD4+ and 
CD8+ T cells in vitro54, respectively. Although it remains to be studied, we hypothesize that 
Combo-CD40-B cells may attract T cells, present Ag and provide co-stimulation signals via the 
secretion of pro-inflammatory cytokines that could modulate or polarize T cell responses.  
Moreover, in contrast to MoDC, IL-4- and Combo-CD40-B cells harbored co-stimulation 
molecules CD70 and OX40L implicated in the latter stage of T cells co-stimulation by APC81, 82. 
Several studies showed that vaccination with murine Ag-loaded CD40-B cells induces a specific T 
cell response in vivo comparable to that of DC49, 79, 80, 83. Specifically, a study reported that 
genetically modified murine B cells co-expressing CD40L and CD70 or OX40L had enhanced 
Ag-presentation functions83 and vaccination by cell transfer with these cells was more efficient in 
inducing CTL antitumor response than DC83. Similarly, murine CD40-B cells transfected with 
OX40L, 4-1BBL and IL-12p70 mRNA induced a stronger proliferation and activation of CTL and 
were as efficient as DC to induce cytotoxic response of CD8+ T cells in vitro but not in vivo84. 
Furthermore, it has been previously shown that IL-4-CD40-B cells from cancer patients can be 
expanded and be as potent APC as IL-4-CD40-B cells derived from healthy donors55. Therefore, 
we hypothesize Combo-CD40-B cell-based vaccines may be used instead of IL-4-CD40-B cells and 
be as efficient as DC-based vaccines to prime a CTL response, but be more efficient in sustaining 
T cell activation by providing co-stimulation signals via CD27 and OX40 engagement. Our data 
support this hypothesis as we showed that Combo-CD40-B cells were as efficient as 
IL-4-CD40-B cells and MoDC in presenting Ag and activating Ag-specific CD8+ T cells in vitro. One 
limitation of our study is that we focused on CD8+ T cell activation. We have previously shown 
that human IL-4-CD40-B cells can be pulsed with tumor lysates for process and presentation of 
Ag on MHC-II, which resulted in the activation and expansion of tumor Ag-specific memory 
CD4+ T cells from the blood of cancer patients46. Although our data suggests that 
Combo-CD40-B cells have potential to stimulate CD4+ T cells as efficiently as CD8+ T cells, it 
requires further work on MHC-II mediated Ag presentation. 
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 To our knowledge, our study is the first to describe that human B cells cultured with CD40L 
and both IL-4 and IL-21 generates highly proliferative cells that are potent APC. On the contrary, 
stimulation of CD40-B cells with IL-21 polarizes B cells toward Ab secretion. Both these cells could 
be used for biotechnology applications. The production of large amounts Ag-specific Abs could be 
achieved by stimulating Ag-specific CD40-B cells with IL-21. As potent APC, CD40-B cells are an 
attractive alternative to MoDC as APC in the design of immunotherapies such as cancer vaccines5. 
Although further work is required to fully characterize Combo-CD40-B cell functions, we propose 
that the stimulation of B cells with CD40L, IL-4 and IL-21 offers a mean to overcome difficulties of 
IL-4-CD40-B cell and MoDC cultures. Combo-CD40-B cells are an alternative source of APC that 
could be used to develop B cell-based biotechnologies.  
142 
Figures 
Possamaï et al., manuscript II (mII) 
 
Figure 16. –  (Figure 1mII): Primary human B cells stimulated with CD40L and IL-4 and/or IL-21 induce 
strong proliferation but generate distinct B cell subsets  
A. Schematic illustration of B lymphocyte enrichment from PBMC and in vitro generation of 
CD40-B cells for phenotypic characterization. B. All three groups of CD40-B cells form free floating 
clumps in the cell culture medium. Transmitted light images captured on days 1 and 3 of culture 
using the EVOS FL imaging system with a 4X phase objective. C. B cell proliferation was assessed 
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by evaluating CTV dilution by flow cytometry after 6 days of culture with indicated stimulations 
or unstimulated (US), as shown in the representative histogram. Division indexes were calculated 
as mentioned in Material and Methods. Results are represented as mean and standard deviation 
(SD) from three independent experiments for a total of six independent healthy donors. Statistical 
significance was calculated using a one-way ANOVA with post hoc Tukey HSD, **p <0.01. D. 
Representative dot plots of B cell subsets found in unstimulated B lymphocytes (day 0) and in 
IL-4-, IL-21- and Combo-CD40-B cells at day 6 and 12 of culture based on the Bm classification 
(CD38 vs. IgD) E. Kinetics of CD40-B cells differentiation status for each Bm population. Results 
are represented as mean (SD) from three independent experiments for a total of 10 independent 
healthy donors. Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was 
calculated using a repeated measure two-way ANOVA with post hoc Tukey HSD. *Combo vs. IL-4 
or ¤Combo vs. IL-21. */¤p <0.05, **/¤¤p <0.01, ***/¤¤¤p <0.001 and ****p <0.0001.  
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Figure 17. –  (Figure 2mII): Distinct memory B cell subsets and antibody-secreting cells are induced by 
stimulation with CD40L and IL-4 and/or IL-21  
A. Representative dot plots of CD19+CD27+ memory B cell subsets based of the expression of 
IgM vs. IgD among unstimulated B lymphocytes (day 0) and in IL-4-, IL-21- and Combo-CD40-B 
cells at days 6 and 12 of culture. B. Kinetics of CD19+CD27+ memory CD40-B cell differentiation 
status for each subset. C. Representative dot plots of the induction of PB (CD27highCD38high) and 
mature PC (CD27highCD38highCD138+) gated on CD19+IgD- B cells at day 12. D. Kinetics of PB/PC 
induction. E. CD40-B cells were washed and cultured for 24 hours (from day 11 to day 12) in 
cytokine supplemented serum-free media. Supernatants were harvested and secreted IgM, total 
IgG and IgA were quantified by ELISA. Human AB serum was used as a control. A-E. Results are 
represented as mean (SD) from three independent experiments for a total of 10 (A-D) or five (E) 
independent healthy donors. Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk 
test) was calculated using a repeated measure two-way ANOVA (B, D) or a one-way ANOVA (E) 
with post hoc Tukey HSD. *Combo vs. IL-4, ¤Combo vs. IL-21 or #IL-21 vs. IL-4. */¤p <0.05, 
**/¤¤p <0.01, ***/¤¤¤/###p <0.001 and ****/¤¤¤¤/####p <0.0001.  
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Figure 18. –  (Figure 3mII): Activation molecules and SLO homing molecules are differently regulated by 
IL-4-, IL-21- and Combo-stimulated CD40-B cells 
A. Schematic illustration of the isolation of CD14+ monocytes from healthy donor PBMC followed 
by enrichment of B lymphocytes from CD14-depleted PBMC. The general protocol for the culture 
of CD40-B cells and the generation of CD40L-matured MoDC for phenotypic characterization or 
subsequent co-culture experiments is also represented. B-C. Kinetics of expression of (B) 
molecules known to be modulated by activation (CD21, CD25 and CD69) and (C) SLO homing 
146 
molecules (CD62L, CCR7, CXCR4 and CXCR5). CD40L-matured MoDC were analyzed on day 8. 
Results are represented as mean (SD) from three independent experiments for a total of 10 
independent healthy donors (except for CXCR4 and CXCR5 where CD40-B cells from six 
independent healthy donors were analyzed). Statistical significance of normally distributed data 
(Shapiro-Wilk test) was calculated using a repeated measure two-way ANOVA with post hoc 
Tukey HSD. *Combo vs. IL-4, ¤Combo vs. IL-21 or §Combo vs. MoDC. */¤p <0.05, **/¤¤p <0.01, 
***/¤¤¤p <0.001 and ****/¤¤¤¤/§§§§p <0.0001.  
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Figure 19. –  (Figure 4mII): IL-4-, IL-21- and Combo-CD40-B cells differentially secrete multiple 
cytokines and chemokines 
A-D. B cells were initially seeded, cultured with CD40L and IL-4, IL-21 or Combo to days 6, 9 and 
12. On these days, IL-4-, IL-21- and Combo-CD40-B cells were collected, washed and resuspended 
at 1 × 106 cells/mL in their respective media before seeding 1 × 106 cells/well to new plates. 
CD40-B cells were cultured for 18 to 20 hours. Culture supernatants were collected and frozen. 
Cytokines and chemokines were quantified by a multiplex assay using the V-plex Ultra-Sensitive 
kit (Meso Scale Diagnostics). Human AB serum and plasma of known cytokine and chemokine 
concentrations were used as a control. For each soluble molecule, concentrations are 
represented as mean (SD) from four independent healthy donors. Statistical significance of 
normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was calculated using a repeated measure two-way 
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ANOVA with post hoc Tukey HSD. *Combo vs. IL-4 or ¤Combo vs. IL-21. */¤p <0.05, **/¤¤p <0.01, 
¤¤¤p <0.001 and ¤¤¤¤p <0.0001. 
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Figure 20. –  (Figure 5mII): IL-4 and Combo stimulation induce the expression of markers associated 
with antigen-presentation and T cell stimulation 
A-D. Kinetics of expression of (A) MHC class I and II molecules, (B) CD83 and CD28 co-stimulatory 
ligands CD80/CD86, (C) TNFR ligands CD70, OX40L and 4-1BBL, and (D) inhibitory ligands PD-L1, 
PD-L2 and Gal-9. CD40L-matured MoDC were analyzed on day 8. From days 3 to 12, the geometric 
mean fluorescence intensity (MFI) of each marker was determined for all CD40-B cell groups. To 
pool data from independent experiments, MFI data for each marker are represented as a ratio 
with the MFI of each marker expressed by IL-4-CD40-B cells set as reference. Results are 
represented as mean (SD) from three independent experiments for a total of 10 independent 
healthy donors. Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was 
calculated using a repeated measure two-way ANOVA with post hoc Tukey HSD. *Combo vs. IL-4, 
¤Combo vs. IL-21 or §Combo vs. MoDC. */¤p <0.05, **/¤¤/§§p <0.01, ***/¤¤¤/§§§p <0.001 and 
****/¤¤¤¤/§§§§p <0.0001.  
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Figure 21. –  (Figure 6mII): IL-4- and Combo-activated CD40-B cells are efficient APC that promote T cell 
activation and proliferation 
A. Schematic illustration of the general protocol for recognition assays between CD40-B cells or 
CD40L-matured MoDC and antigen-specific CD8+ T cells as detailed in Material and Methods. B-C. 
Representative dot plots of the expression of (B) 4-1BB or (C) IFN-γ by CD8+ T cells co-cultured 
with IL-4-, IL-21-, Combo-CD40-B cells or MoDC pulsed with 0.001 µM of g209-2M peptide are 
shown in the left panel. A dose-response curve to all peptide concentrations evaluated is shown 
in the right panel. T cells only or T cells stimulated with PMA/Ionomycin were used as controls. 
D. IFN-γ secretion was quantified in co-culture supernatants by ELISA to evaluate MHC class I 
antigen presentation by IL-4-, IL-21-, Combo-CD40-B cells or MoDC pulsed with indicated peptide 
concentrations. E. Representative ELISPOT well images containing 5 × 104 T cells co-cultured with 
autologous CEF-loaded IL-4-, IL-21-, Combo-CD40-B cells or MoDC. The number of IFN-γ+ T cells 
(spot forming units, SFU) and the mean spot size is presented on the left panel. F. Representative 
histograms of T cell proliferation in a mixed lymphocyte reaction (MLR) for the APC:T cell ratio 
1:4. T cell proliferation was assessed by evaluating CTV dilution by flow cytometry after 6 days of 
culture with indicated stimulator cells or controls. Division indexes were calculated as mentioned 
in Material and Methods. B-F. All results are represented as mean (SD) from at least three 
independent experiments. Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) 
was calculated using a (E) one-way or (B-D, F) two-way ANOVA with post hoc Tukey HSD. 
*Combo vs. IL-4, ¤Combo vs. IL-21 or §Combo vs. MoDC. */¤/§p <0.05, **/¤¤/§§p <0.01, 
***/¤¤¤/§§§p <0.001 and ****/¤¤¤¤/§§§§p <0.0001.  
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Supplementary Material and Methods 
Synapse Assays 
Resting g209-2M (gp100)-specific T cells (L2D8 g209 T cells) were collected and stained with CTV 
as described above. APC (CD40-B cells or MoDC) were cultured as previously described and 
collected on day 9 for CD40-B cells and day 8 for MoDC. APC were stained with CellTraceTM Far Red 
(CTFR; Invitrogen) following the same protocol as for CTV staining. After the final wash, APC were 
resuspended at a density of 1 × 106 cells/mL in their respective cytokine supplemented media and 
pulsed with 1 µM of g209-2M peptide or an irrelevant peptide (both HLA-A*0201 specific and 
from JPT Peptide Technologies GmbH). T cells were resuspended at a density of 1 × 106 cells/mL 
in R10% HS supplemented with 300 IU/mL of recombinant IL-2. APC and T cells were incubated 
for 6 hours at 37oC in a CO2 incubator. APC and T cells were washed extensively, counted and 
resuspended at 1 × 106 cells/mL in Ringer solution (155 mM NaCl, 4.5 mM KCl, 10 mM D-glucose, 
1 mM MgCl, 2 mM CaCl2 and 5 mM HEPES at pH 7.4). To evaluate immune synapse formation, 1 
× 105 APC and 1 × 105 T cells (ratio 1:1) were transferred into a 5 mL round-bottom polystyrene 
tube and cells were analyzed immediately or incubated at 37oC in a water bath. Cells were 
analyzed every 5 minutes up to 30 minutes and flow cytometry data were acquired using a 
BD LSRFortessa™ instrument (BD Biosciences). Data were analyzed with FlowJoTM Software 
version 10.6.2. The formation of an immune synapse was determined as a CTFR+CTV+ event. 
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Figure 22. –  (Supplementary Figure S1mII): Proliferation of CD40-B cells in response to different 
concentrations of IL-4, IL-21 or Combo, and CD27 vs. IgD classification of B cell phenotypes  
A. B cell proliferation was assessed by evaluating CTV dilution by flow cytometry after 6 days of 
culture with indicated stimulations as shown in the representative histogram. B. Division indexes 
were calculated as mentioned in Material and Methods. Results are represented as mean (SD) 
from two independent healthy donors. C. Representative dot plots of B cell subsets found in 
unstimulated B lymphocytes (day 0) or in IL-4-, IL-21- and Combo-CD40-B cells at days 6 and 12 
of culture based on the CD27 vs. IgD classification. D. Kinetics of CD40-B cell differentiation status 
for each population. Results are represented as mean (SD) from three independent experiments 
for a total of 10 independent healthy donors. Statistical significance of normally distributed data 
(Shapiro-Wilk test) was calculated using a repeated measure two-way ANOVA with post hoc 
Tukey HSD. *Combo vs. IL-4 or ¤Combo vs. IL-21. ¤p <0.01, **/¤¤p <0.01 and ***/¤¤¤p <0.001 
and ****p <0.0001.  
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Figure 23. –  (Supplementary Figure S2mII): Gating strategies used for flow cytometry data analysis  
A. Gating strategy used to characterize B cell phenotypes. The Bm (CD38 vs. IgD) and the CD27 
vs. IgD classifications were used to identify most human B cell subsets. Me B cells were defined 
as CD19+CD27+ and surface expression IgM vs. IgD characterized their different subpopulations. 
PB and PC were identified based on the markers CD19+IgD- and the high expression of both CD27 
and CD38. The expression of CD138 was used to identify mature plasma cells. B-C. Gating strategy 
used to characterize the expression kinetics of (B) surface makers modulated by B cell activation 
and secondary lymphoid organ homing receptors and (C) MHC class I and II molecules, 
co-stimulatory and inhibitory ligands. 
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Figure 24. –  (Supplementary Figure S3mII): IL-4- and Combo-CD40-B cells are efficient APC that 
promote T cell activation but not due to a higher frequency of synapse formation with T cells  
A. Representative dot plots of the expression of TNF-α by CD8+ T cells co-cultured with IL-4-, 
IL-21-, Combo-CD40-B cells or MoDC pulsed with 0.0001 µM of g209-2M peptide are shown on 
the left panel. A dose-response curve to all peptide concentrations evaluated is shown on the 
right panel. Results are represented as mean (SD) from at least three independent experiments. 
Statistical significance of normally distributed data (Shapiro-Wilk test) was calculated using a two-
way ANOVA with post hoc Tukey HSD. ¤Combo vs. IL-21 or §Combo vs. MoDC. 
¤¤¤¤/§§§§p <0.0001. B. Synapse formation between g209-2M-specific T cells and g209-2M 
peptide-loaded CD40-B cells or MoDC at 0, 15 and 30 minutes of co-culture shown by 
representative dot plots (left panel). Cells were stained and processed as described in 
Supplementary Material and Methods. A synapse between an APC and a T cell was defined as a 
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Antibodies Fluorochromes Antibodies Fluorochromes 
CD3 APC-R700 CD83 BV650 
CD8 Brilliant Blue™(BB) 515 CD86 APC-R700 
CD5 Brilliant Ultraviolet™ (BUV) 737 CD138 PE 
CD10 PerCP-Cy5.5 CCR7 PE-Cy7 
CD11b Brilliant Violet™ (BV) 605 CXCR4 BUV395 
CD11c BB700 CXCR5 BB515 
CD14 BB700 Galectin-9 eFluor660 
CD19 BV421 HLA-A, B, C FITC 
CD19 PerCP-Cy5.5 HLA-DR BUV395 
CD20 BUV395 IFN-γ PE-CF594 
CD21 BUV737 OX40 PE 
CD24 PE-Cy7 OX40L BV421 
CD25 PerCP-Cy5.5 PD-L1 PE-Cy7 
CD27 BB515 PD-L2 BV786 
CD38 BV711 sIgD PE-CF594 
CD43 APC sIgM BV786 
CD62L APC TNF-α APC 
CD69 BV786 4-1BB BV421 
CD70 PE-CF594 4-1BBL PE 
CD80 APC-H7   
Tableau 1. –  (Supplementary Table 1mII): Antibodies used for flow cytometry analysis 
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Cytokines Chemokines 
IL-1β; IL-2  CXCL8 
IL-4; IL-5; IL-13 CXCL10 
IL-6; IL-7 CCL3 
IL-10; IL-12p70; IL-17 CCL4 
IFN-γ; GM-CSF; TNF-α VEGF 
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Chapitre 4 – Discussion et perspectives 
Les lymphocytes B sont des cellules aux fonctions diverses qui présentent un fort potentiel 
biotechnologique. Leur stimulation in vitro appropriée permet de les polariser afin qu’ils sécrètent 
des Ab ou présentent des Ag. Cette dernière fonction est d’un intérêt particulier, car les 
lymphocytes B peuvent être utilisés comme APC pour activer les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 
et donc induire une réponse cellulaire antivirale ou antitumorale. La vaccination est une méthode 
qui permet d’activer le système immunitaire pour protéger l’organisme contre des maladies 
infectieuses. L’induction d’une réponse à la fois humorale et cellulaire est essentielle afin de 
contrôler les infections virales. En immunothérapie du cancer, l’activation des CTL est 
fondamentale à l’élimination des cellules tumorales. En conséquence, nous nous sommes 
concentrés sur l’utilisation de la fonction de présentation d’Ag des lymphocytes B afin d’induire 
une réponse cellulaire. 
Tout d’abord, nos travaux ont porté sur l’étude de la voie de présentation croisée par 
laquelle un épitope fusionné à la VLP de PapMV, une plateforme vaccinale, est présenté par les 
lymphocytes B. Ce projet a permis d’identifier une nouvelle voie de présentation croisée 
vacuolaire qui dépend de l’induction de l’autophagie. Nos recherches ont ensuite porté sur 
l’optimisation de la culture in vitro des lymphocytes B humains afin d’accroître leur expansion, 
tout en induisant leur fonction de présentation d’Ag. Les résultats obtenus ont approfondi nos 
connaissances de la biologie des cellules CD40-B et ont démontré que l’optimisation du protocole 
de culture permet de générer des lymphocytes B prolifératifs étant des APC efficaces capables 
d’activer les CTL in vitro. Ces travaux renforcent le potentiel biotechnologique des cellules CD40-B 
et suggèrent qu’elles pourraient être utilisées afin d’améliorer les techniques d’immunothérapie 
du cancer comme le transfert adoptif ou bien servir de plateforme vaccinale remplaçant les DC. 
Au cours des sections suivantes, je résumerai les résultats présentés dans les chapitres 
précédents en les mettant en contexte avec la littérature. De plus, je proposerai des expériences 
pour approfondir ces résultats et je discuterai des perspectives envisagées à moyen et long terme 
dans un contexte d’immunothérapie du cancer. 
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La présentation croisée d’un épitope inséré dans la VLP de PapMV par 
les lymphocytes B. 
La description des mécanismes de la voie de présentation croisée vacuolaire 
Retour sur les résultats 
Nous avons caractérisé plus en détail le mécanisme par lequel un épitope inséré dans la 
VLP de PapMV est présenté par les lymphocytes B. Une étude précédente au sein du laboratoire 
ayant démontré une voie de présentation croisée indépendante du protéasome dans les 
lymphocytes B (362), nos travaux se sont concentrés sur la description des mécanismes 
moléculaires de la voie de présentation croisée de type vacuolaire (Figure 6). Les expériences ont 
été réalisées à la fois dans les cellules EBV-B, mais également dans la lignée lymphoblastique 
hybride B-T T2 qui n’exprime pas le transporteur TAP. Nous avons tout d’abord observé que 
l’apprêtement de l’épitope était un processus actif qui était inhibé par l’incubation des cellules à 
4oC. Grâce à la lignée cellulaire T2, nous avons démontré que la présentation de l’épitope inséré 
dans la VLP de PapMV s’effectuait efficacement en l’absence de TAP (Figure 9). Ces résultats ont 
suggéré que l’apprêtement de l’Ag s’effectuait dans le compartiment vacuolaire comme les 
endosomes et ne requérait pas la translocation de l’Ag dans le cytosol pour sa dégradation par le 
protéasome ni le transport des peptides dans le RE ou les endosomes par TAP.   
D’autres études ont décrit des voies de présentation croisées semblables, indépendantes 
de la dégradation par le protéasome et de TAP. Dans un modèle murin TAP-/-, l’engagement du 
TLR-9 augmente l’efficacité de la présentation croisée par la voie vacuolaire de la forme soluble 
de l’OVA (396). Dans les BMDC, un peptide couplé à la protéine chaperonne HSP90 est apprêté 
par une voie de présentation croisée indépendante de TAP, mais dépend de la dégradation par la 
cathepsine S et de l’acidification des lysosomes (394). In vivo, l’épitope p33 inséré dans la VLP de 
LCMV est présenté par une voie de présentation indépendante de TAP par les DC CD8- murines 
dérivées de la peau (548). Récemment, deux études ont démontré que les MoDC immatures 
humaines apprêtent des peptides longs dérivés d’Ag du mélanome (gp100, MART-1 et MAGE-A3) 
par une voie vacuolaire (390, 397). Tung-Huau et al., ont rapporté que les MoDC et des Mφ 
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dérivés de monocytes humains et purifiés à partir d’ascites de la cavité péritonéale de patients 
atteints de cancer, apprêtent l’Ag long MART-1 exclusivement par une voie vacuolaire 
indépendante du protéasome, mais qui dépend des cathepsines (398).  
Nos résultats ont renforcé notre hypothèse selon laquelle l’épitope inséré dans la VLP de 
PapMV est apprêté par une voie vacuolaire. L’inhibition de l’acidification des lysosomes par la 
chloroquine altère la présentation des épitopes, suggérant ainsi une dégradation endosomale de 
la VLP. De plus, l’inhibition de la cathepsine S dans les cellules EBV-B et T2 réduit la présentation 
croisée de l’épitope (Figure 10). Cette protéase participe à la dégradation de la chaîne Ii dans la 
voie présentation d’Ag par le CMH-II (350), mais est aussi associée à la voie de présentation 
croisée vacuolaire(391). Ainsi, les résultats présentés dans le Chapitre 2 ont confirmé que les 
lymphocytes B apprêtent la VLP de PapMV par une voie de présentation croisée vacuolaire. 
Toutefois, le mécanisme décrit est incomplet. Dans les prochaines sections, je critiquerai les 
modèles d’études utilisés puis je proposerai des expériences et formulerai des hypothèses afin 
de répondre aux questions restées en suspens. 
Justification et critique des modèles utilisés 
L’ensemble des expériences ont été réalisées en utilisant les cellules EBV-B. Nous avons 
choisi de travailler avec ces cellules au lieu des lymphocytes B humains stimulés par le CD40 et 
l’IL-4 (IL-4-CD40-B), car ces derniers se sont révélés être plus sensibles que les cellules EBV-B aux 
différents inhibiteurs pharmacologiques utilisés. Leur survie étant impactée, la réalisation de 
cette étude dans les lymphocytes B primaires était donc plus difficile à réaliser. Étant donné leur 
facilité de culture, les cellules EBV-B étaient un modèle intéressant très similaire aux cellules 
IL-4-CD40-B qui nous a permis d’obtenir à faible coût, un très grand nombre de cellules résistantes 
et donc de disposer de matériel biologique suffisant afin étudier la voie de présentation 
vacuolaire et l’induction de l’autophagie. Cependant, à la suite des résultats présentés dans le 
Chapitre 3, réaliser ces expériences dans les lymphocytes B primaires stimulés par le CD40, IL-4 
et l’IL-21 permettrait de valider nos résultats dans un modèle physiologique.  
Nous avons également réalisé la plupart des expériences dans la lignée T2 qui est 
déficiente en TAP. Cette lignée a permis de démontrer que la présentation croisée de l’épitope 
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inséré dans la VLP de PapMV s’effectuait efficacement en l’absence de ce transporteur suggérant 
ainsi une présentation croisée de type vacuolaire (Figure 9). Toutefois, il serait judicieux de 
confirmer directement dans les lymphocytes B que la voie de la présentation croisée des épitopes 
est indépendante de TAP. Une avenue possible serait l’inhibition de ce transporteur par la 
transfection d’un acide nucléique (plasmide ADN ou ARNm) codant pour la protéine ICP47 
(infected cell protein 47) dérivée du virus HSV-1 (390, 397). Lors d’une infection par ce virus, cette 
protéine bloque spécifiquement TAP et empêche la présentation des épitopes viraux aux CTL. Par 
cette méthode, il serait ainsi possible de démontrer que la présentation de l’épitope inséré dans 
la VLP de PapMV est indépendante de TAP directement dans les cellules EBV-B.  
Comme décrit dans la section La voie de présentation d’antigènes par le CMH de classe I, 
TAP joue à la fois le rôle de transporteur et de protéine d’ancrage pour le complexe de 
chargement peptidique permettant ainsi le chargement de peptides sur les CMH-I nouvellement 
synthétisés dans le RE. L’association avec un peptide est une étape de contrôle qualité cruciale 
pour les CMH-I, car elle permet leur repliement final adéquat et leur départ du RE pour rejoindre 
la surface cellulaire. Ma et al., ont démontré qu’en l’absence de TAP, certains CHM-I comme 
HLA-A*0101 restent non-chargés et sont incapables de quitter le RE. Dans leur modèle, les MoDC 
immatures humaines apprêtent l’Ag long de MAGE-A3 par une voie de présentation croisée 
purement vacuolaire qui ne requiert pas le transport des épitopes par TAP. Toutefois, cette voie 
de présentation dépend indirectement de TAP, car il participe au chargement des molécules 
HLA-A*0101 dans le RE, ce qui leur permet de le quitter et de rejoindre le compartiment 
vacuolaire où l’échange avec l’épitope de MAGE-A3 s’effectue (390). En revanche, le CMH-I 
HLA-A*0201 peut quitter le RE même en absence de TAP, car il est capable de s’associer avec des 
peptides d’adressage hydrophobes présents dans le microenvironnement du réticulum, ce qui 
complète le point de contrôle et leur permet d’être dirigés du RE vers le compartiment vacuolaire 
(390, 397). Dans nos travaux, nous avons étudié la présentation croisée de l’épitope gp100209-217 
inséré dans la VLP de PapMV et présenté spécifiquement par HLA-A*0201 (362). Ainsi, bien que 
nous rapportions une présentation vacuolaire indépendante de TAP, il est envisageable que 
l’étude de la présentation d’un épitope inséré dans la VLP de PapMV spécifique d’un autre CMH-I, 
comme HLA-A*0101, puisse dépendre indirectement de l’expression de TAP. 
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Perspectives 
Le mécanisme d’entrée de la VLP de PapMV dans les lymphocytes B 
 La présentation croisée d’un Ag nécessite tout d’abord son entrée dans la cellule. Les 
résultats obtenus par cytométrie en flux et microscopie confocale ont démontré que les 
lymphocytes B internalisent la VLP de PapMV et cette dernière se retrouve dans des vésicules 
(Figures 10-12). De façon similaire, l’équipe du Dr Alain Lamarre a rapporté qu’in vivo, tous les 
types d’APC murines (DC, Mφ et lymphocytes B) étaient capables d’internaliser la VLP de PapMV 
fusionnée à l’Ag p33 du LCMV. L’analyse par microscopie confocale des DC CD11c+ purifiées de 
souris immunisées par la VLP a démontré qu’elle se retrouvait dans le cytoplasme, principalement 
au niveau de structures vésiculaires. De plus, elle induisait l’activation et la maturation des DC 
spléniques (535). D’autres études ont également observé une entrée des VLP de PapMV dans les 
différentes APC murines (532) et humaines dont les lymphocytes B, et leur localisation dans les 
endosomes tardifs ou les phagosomes (533).  
Dans notre étude, le mécanisme d’entrée de la VLP de PapMV dans les lymphocytes B n’a 
pas été étudié. Les lymphocytes B sont capables d’internaliser des Ag par différents mécanismes, 
le plus caractérisé étant l’entrée des Ag par endocytose qui dépend de la clathrine lorsqu’ils sont 
liés au BCR (46, 47). Il est possible d’exclure ce mode d’entrée puisque nous n’avons pas utilisé 
des lymphocytes B ayant une spécificité pour la protéine de surface constituant la VLP de PapMV 
ou l’épitope inséré. Les lymphocytes B sont capables d’acquérir des Ag par des mécanismes 
différents selon la taille des Ag et leur liaison à des récepteurs de surface. Classiquement, ils 
peuvent internaliser des Ag par endocytose ou micro/macropinocytose. Par exemple, ils 
internalisent et apprêtent des Ag protéiques volumineux comme l’anatoxine tétanique (~150 
kDa) et l’hémocyanine de patelle (~390 kDa) (284). Récemment, il a été démontré que les 
lymphocytes B humains peuvent internaliser des Ag particulaires par phagocytose qu’ils soient à 
liés au BCR ou non (549, 550). Afin d’étudier le mécanisme d’entrée dans les lymphocytes B, il 
serait envisageable d’utiliser des inhibiteurs pharmacologiques (Tableau 3) ou avoir recours à des 
ARNi pour inhiber les différents mécanismes d’entrée. Par exemple, il se serait possible de cibler 
l’ARNm codant pour la chaîne lourde de la clathrine afin de bloquer l’internalisation par 
l’endocytose qui dépend de cette protéine (551). 
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Bloque l’échangeur membranaire de Na+/H+ (552) 
Jasplakinolide (J) et 
(-)-blebbistatin (B) 
Macropinocytose/Phagocytose 
Inhibent le remodelage du cytosquelette d’actine : 
stabilise les filaments (J) et inhibe la myosine II (B) 
(552) 
Cytochalasine D Phagocytose Inhibe le remodelage du cytosquelette d’actine (550) 
PitStop® 2 
Endocytose qui dépend de la clathrine 
Inhibe l’interaction entre la clathrine et des 
protéines adaptatrices 
(552) 
Dynasore ou Dyngo® 4a Endocytose qui dépend de la clathrine Inhibe les protéines dynamines I et II (553) 
Filipin et Nystatin Endocytose qui dépend de la cavéoline Interagit avec le cholestérol membranaire (554) 
Tableau 3. –  Inhibiteurs proposés pour l’étude de l’entrée de la VLP de PapMV 
Par ailleurs, l’utilisation de particules ou de sondes fluorescentes dont les mécanismes 
d’entrée sont caractérisés permettrait d’observer leur colocalisation avec la VLP de PapMV 
fluorescente par microscopie confocale. Par exemple, les lymphocytes B humains sont capables 
de phagocyter des billes de latex de plus de 1 μm de diamètre (549, 550). Des billes de faible 
diamètre (≤30 nm) ou des sondes fluorescentes comme l’albumine de sérum bovin (bovine serum 
albumin, BSA) BSA-Alexa Fluor™ 488 ou le DQ™ Red BSA pourraient être utilisées pour étudier 
l’entrée par pinocytose (552). Par ailleurs, les travaux de von Bergwelt-Baildon et al., ont rapporté 
que les cellules CD40-B internalisent la sonde fluorescente Lucifer yellow de façon similaire aux 
MoDC immatures, mais ils sont fortement moins efficaces pour internaliser la sonde fluorescente 
70 kDa fluorescein-dextran dont l’endocytose dépend de l’interaction avec le récepteur du 
mannose (284). Cette voie d’endocytose peut donc être exclue. Récemment, grâce à l’utilisation 
d’inhibiteurs pharmacologiques, il a été démontré que l’entrée du virus de la mosaïque du pois à 
vache dans les cellules HeLa et la lignée de Mφ murins RAW264.7 s’effectuait selon un mécanisme 
indépendant de la clathrine qui utilisait une combinaison de macropinocytose et d’endocytose 
qui dépend des cavéoles (554). Les lymphocytes B pourraient avoir recours à un mécanisme 
similaire pour internaliser la VLP de PapMV. 
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Il est également probable que l’entrée des VLP de PapMV dans les lymphocytes B soit 
facilitée par l’interaction avec des récepteurs. Lebel et al., ont démontré que la molécule du 
complément C3b est impliquée dans l’opsonisation de la VLP de PapMV. Le traitement des souris 
avec le facteur du venin de cobra inhibe la génération du C3b ce qui conduit à une diminution de 
l’internalisation de la VLP par les APC dont les lymphocytes B (532). Les lymphocytes B expriment 
les récepteurs du complément CD35/CR1 et CD21/CR2 qui reconnaissent les différents fragments 
de la molécule du complément C3 (555). Il a été rapporté que l’engagement de ce récepteur peut 
déclencher l’endocytose ou la phagocytose (556-558). Après avoir validé l’expression de ces 
récepteurs par les cellules EBV-B, il serait possible de réaliser des expériences de cytométrie en 
flux ou de microscopie confocale afin d’évaluer l’entrée de la VLP de PapMV en présence ou 
absence des molécules du complément C3. Si ces récepteurs sont impliqués, leur inhibition par 
des Ab bloquants devrait réduire l’internalisation de la VLP.  
Par ailleurs, l’ensemble des expériences proposées pourrait être réalisé à l’aide du 
système d’analyse IncuCyte® qui offre la possibilité d’effectuer des observations de microscopie 
à fluorescence en temps réel sur cellules vivantes en culture. Ce système permettrait également 
d’évaluer l’impact des inhibiteurs pharmacologiques proposés, à la fois sur la viabilité des 
lymphocytes B que sur l’internalisation de la VLP de PapMV. Grâce aux expériences proposées, il 
sera possible de définir le mécanisme d’entrée de la VLP de PapMV dans les lymphocytes B. 
Les protéases impliquées dans la dégradation de la VLP de PapMV 
 Nous avons démontré que l’inhibition de la cathepsine S dans les cellules EBV-B et T2 
diminue la présentation croisée de l’épitope inséré dans la VLP de PapMV, mais celle-ci n’est pas 
totalement abrogée (Figure 10C-D). De plus, l’inhibition de cette protéase dans les MoDC n’a pas 
d’impact significatif sur la présentation croisée de l’épitope gp100 (Figure 25). Ces résultats 
suggèrent que d’autres protéases soient impliquées dans la dégradation de la VLP de PapMV et 
la présentation croisée de l’épitope inséré. 
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Figure 25. –  Inhibition de la cathepsine S dans les MoDC 
Les monocytes ont été enrichis par sélection positive CD14+ 
à partir de PBMC HLA-A*0201+. Les MoDC ont été générées 
par stimulation avec l’IL-4 (40 ng/mL) et le GM-CSF 
(80 ng/mL) pendant 6 jours. Les MoDC ont été prétraitées 
pendant 1 heure avec un inhibiteur de la cathepsine S 
(CatS inh.) aux concentrations indiquées. PapMV-gp100 
(25 μg/mL) ou le peptide gp100 (1 μM) a été ajouté aux 
MoDC prétraitées sans lavage préalable, et les cellules ont 
été incubées pendant 6 heures à 37oC. Les MoDC ont 
ensuite été lavées puis co-cultivées avec des lymphocytes T 
CD8+ spécifiques de gp100 pendant 16 à 18 heures à un ratio 
de 1:1. Les surnageants ont été récoltés puis la sécrétion 
d’IFN-γ a été quantifiée par ELISA pour évaluer la présentation croisée de gp100 par CMH-I. Les 
résultats représentent la moyenne ± SEM, % de la sécrétion d’IFN-γ des MoDC non traitées (NT) 
et ont été compilés de trois expériences indépendantes. Pour chaque expérience, la sécrétion 
d’IFN-γ a été mesurée dans deux réplicats techniques pour chaque condition.  
 
Puisque nous postulons que la présentation croisée s’effectue par une voie purement 
vacuolaire, les protéases participant à la dégradation sont probablement vacuolaires. Il est donc 
peu probable que des protéases/peptidases cytosoliques (ex. la leucine aminopeptidase) ou 
résidentes du RE (ex. ERAP1/2) impliquées dans la présentation classique par CHM-I jouent un 
rôle (329, 334). Dans les DC myéloïdes humaines et différentes populations de DC murines, 
l’aminopeptidase IRAP a été identifiée comme une protéase endosomale importante dans la 
présentation croisée par CMH-I capable de générer des peptides de 8-9 résidus d’acides aminés. 
De plus, elle semble être colocalisée avec la GTPase Rab14 et les molécules du CMH-I (378, 559). 
Bien que le rôle d’IRAP ait été décrit dans la voie de présentation croisée qui dépend du 
protéasome (378), elle pourrait aussi participer à l’apprêtement vacuolaire de la VLP de PapMV. 
Afin de tester cette hypothèse, des essais de reconnaissance similaires à ceux effectués dans le 
Chapitre 2 pourraient être réalisés en prétraitant les lymphocytes B avec un inhibiteur spécifique 
d’IRAP ou en inhibant son expression par ARNi. Étant donné que cette protéase joue un rôle dans 
de nombreux processus physiologiques, plusieurs inhibiteurs ont été développés et sont 
commercialement disponibles, comme le composé HFI-419 (560). 
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Par ailleurs, les lymphocytes B expriment de nombreuses autres protéases lysosomales 
dont différentes cathepsines qui pourraient participer à la dégradation de la VLP de PapMV. 
Certaines protéases sont notamment impliquées dans la dégradation des Ag exogènes dans la 
voie de présentation par CMH-II qui requiert également un apprêtement endosomal des Ag (272, 
561). Dans les DC murines, il a été démontré que la chaîne Ii (CD74) interagit avec les CMH-I dans 
le RE et les dirige vers le compartiment endolysosomal pour leur chargement avec des peptides 
exogènes (562). Il est donc probable que des protéases classiquement associées à la dégradation 
des Ag dans la voie de présentation par CMH-II participent aussi à la dégradation endosomale de 
la VLP de PapMV lors de la présentation croisée vacuolaire, comme c’est le cas pour la 
cathepsine S (391). De même, la réductase lysosomale GILT semble impliquée dans la 
dénaturation des Ag à la fois dans la voie de présentation par CMH-II (563) et la voie de 
présentation croisée cytosolique (382). Dans les lymphocytes B murins, GILT semble également 
jouer un rôle dans la régulation de l’activité de la cathepsine S dont le site actif de cette protéase 
à cystéine peut être sous forme réduite (actif) ou oxydée (inactif). Cette régulation semble 
permettre d’éviter une protéolyse excessive des Ag, qui entraînerait la perte d’épitopes, et 
favorise ainsi la présentation d’Ag par CMH-II (564). Si cette enzyme joue un rôle dans la 
présentation croisée de l’épitope inséré dans la VLP de PapMV, l’inhibition de son expression par 
ARNi dans les lymphocytes mènera à l’observation d’une diminution de la présentation de 
l’épitope lors des essais de reconnaissance. 
L’expression des différentes protéases semble varier selon le stade de développement et 
le statut d’activation des lymphocytes B (561). Par exemple, il a été démontré que les cellules 
EBV-B dégradent la protéine basique de la myéline grâce à l’activité d’EAP (asparagine 
endopeptidase) tandis que les lymphocytes B humains primaires dégradent cet Ag par la 
cathepsine G (565). Il serait ainsi judicieux de caractériser le profil d’expression des protéases 
lysosomales dans les cellules EBV-B par qPCR (quantitative polymerase chain reaction) et 
western blot. Une étude par spectrométrie de masse des endosomes/lysosomes purifiés des 
cellules EBV-B serait aussi un moyen d’identifier les protéases lysosomales exprimées par ces 
cellules. Une fois les protéases identifiées, il sera possible de réaliser des essais de 
reconnaissance, similaires à ceux effectués dans le Chapitre 2, en prétraitant les cellules EBV-B 
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avec des inhibiteurs pharmacologiques inhibant des activités protéases spécifiques. Par exemple, 
le PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), la pepstatin ou le E-64 inhibent respectivement les 
protéases à sérine, à acide aspartique et à cystéine. Cette stratégie en entonnoir permettra 
d’identifier des candidats et de valider leur implication dans la dégradation de la VLP de PapMV 
en les inhibant de façon sélective grâce à des inhibiteurs pharmacologiques. Puisque les 
inhibiteurs peuvent avoir des effets non spécifiques, il sera crucial de valider les candidats 
identifiés en induisant une perte de fonction par ARNi ou par édition génétique des lymphocytes 
B grâce au système CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats-caspace 9) (566, 567).  
Ces expériences futures permettront ainsi d’identifier les acteurs jouant un rôle dans la 
dégradation vacuolaire de la VLP de PapMV dans les lymphocytes B. 
Le chargement des épitopes sur les molécules du CMH de classe I 
 L’induction de la réponse des CTL nécessite la présentation des peptides préalablement 
chargés sur les CMH-I. Classiquement, les peptides produits par le protéasome sont transportés 
par TAP et chargés sur les CMH-I dans le RE. Dans la voie de présentation croisée cytosolique, les 
peptides résultant de la dégradation du protéasome peuvent retourner dans les endosomes d’où 
ils proviennent par le transporteur TAP et être chargés sur les CMH-I endosomaux (307, 330, 568). 
La présentation croisée vacuolaire des épitopes insérés dans la VLP de PapMV ne requiert ni la 
dégradation par le protéasome (362) ni le transport dans le RE ou les endosomes par TAP 
(Figure 9). Il est donc probable que le chargement des CMH-I s’effectue dans le compartiment 
vacuolaire. Toutefois, l’origine des CMH-I reste à déterminer.  
 Dans les BMDC, l’engagement des TLR stimule le routage des CMH-I présents dans un 
compartiment de recyclage endosomal Rab11a+ vers les phagosomes selon un mécanisme qui 
dépend de SNAP23 (synaptosomal-associated protein 23) (377). Des études dans les DC murines 
ont identifié les GTPases Rab3b/Rab3c (569) ou Rab22a (570) comme étant impliquées dans la 
présentation croisée par leur rôle dans la régulation de la distribution intracellulaire des CMH-I 
incluant leur recyclage, et leur transport au niveau des phagosomes (569, 570). Par ailleurs, les 
pDC humaines présentent très rapidement des Ag viraux par une voie de présentation croisée 
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vacuolaire qui requiert le chargement des épitopes sur les CMH-I dans les endosomes de 
recyclage (393). Afin de déterminer si l’épitope dérivé de la dégradation de la VLP de PapMV est 
chargé sur les CMH-I dans les endosomes de recyclage, plusieurs stratégies peuvent être 
envisagées. Il est tout d’abord possible d’inhiber le recyclage des CMH-I par le traitement à la 
primaquine, une base faible s’accumulant dans les endosomes et empêchant le recyclage des 
membranes à la surface (393, 397, 571). Il a aussi été rapporté que l’incubation des cellules à une 
température de 20oC interfère avec la sécrétion classique et le recyclage des CMH-I (390, 397). Il 
serait donc envisageable d’incuber les cellules EBV-B à 20oC lors de leur chargement avec la VLP 
de PapMV tout en s’assurant que l’entrée de la VLP n’est pas diminuée à cette température.   
D’autres études ont quant à elles rapporté que les CMH-I proviennent du RE et sont dirigés 
vers le compartiment vacuolaire par différents mécanismes. Dans les DC murines, la GTPase 
Rab39a est essentielle à la présentation croisée, car elle régule le transport vésiculaire des CMH-I 
non chargés par un peptide du RE vers les phagosomes (572). D’autres protéines ont été 
impliquées dans le transport des CMH-I comme la chaîne Ii (CD74) qui se lie au CMH-I dans le RE 
et facilite leur transport vers les endosomes (562) ou encore la protéine Sec22b qui semble jouer 
un rôle dans le transport des molécules, dont les CMH-I, du compartiment intermédiaire RE-Golgi 
(ERGIC) vers les phagosomes (374, 573). Enfin, Ma et al., ont démontré que la présentation 
croisée vacuolaire des épitopes gp100, MART-1 et MAGE-A3 dans les MoDC humaines immatures 
et les cellules T2 dépend du chargement des peptides sur des CMH-I nouvellement synthétisés 
chargés avec des peptides de faible affinité, qui atteignent le compartiment vacuolaire par une 
voie de sécrétion alternative. Bien que le mécanisme précis ne soit pas caractérisé, il semble 
indépendant des protéines Sec22b et CD74 (390, 397). Dans le but d’évaluer si les CMH-I 
proviennent du RE, il serait possible de réaliser des essais de reconnaissance en prétraitant les 
lymphocytes B avec le cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique (397) ou avec la 
brefeldin A pour interférer avec le transport des molécules provenant du RE et de l’appareil de 
Golgi (390, 572). Étant donné la sensibilité des lymphocytes B aux inhibiteurs pharmacologiques, 
il sera important de vérifier l’impact de ces composés sur la viabilité cellulaire. De plus, 
l’implication des protéines Sec22b et CD74 dans notre modèle d’étude pourrait être étudiée par 
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la transfection des cellules EBV-B avec des ARNi inhibant leurs expressions ou bien par leur édition 
génétique par CRISPR-Cas9. 
La microscopie confocale à fluorescence pourrait également être utilisée pour élucider les 
mécanismes de chargement des CMH-I dans notre modèle d’étude. Il sera possible d’évaluer la 
colocalisation entre les molécules de CMH-I, la VLP de PapMV couplée au fluorochrome 
Alexa FluorTM 647 (PapMV-AF647) (Figure 11) ainsi que les différentes GTPases Rab identifiées 
précédemment ou caractéristiques des différents compartiments endosomaux (574). Une fois un 
candidat identifié, la perte de son expression par ARNi ou CRISPR-Cas9 permettra de valider son 
rôle dans la présentation croisée vacuolaire de l’épitope inséré dans la VLP de PapMV. 
Ces perspectives permettront ainsi de caractériser le mécanisme par lequel l’épitope est 
chargé sur les CMH-I. 
L’implication de l’autophagie dans la présentation croisée vacuolaire 
Dans le Chapitre 2, nous avons formulé l’hypothèse que l’autophagie est induite dans les 
lymphocytes B et favorise la présentation de l’épitope inséré dans la VLP de PapMV. Tout d’abord, 
nous avons évalué si l’incubation avec la VLP de PapMV induisait l’autophagie. Plusieurs 
techniques expérimentales sont disponibles pour étudier ce processus (411). Dans nos travaux, 
nous avons évalué l’induction de l’autophagie par microscopie confocale à fluorescence en 
visualisant la formation de vésicules LC3+ dans les cellules EBV-B exprimant la protéine de fusion 
LC3-GFP, ainsi que par la génération de LC3-II par western blot. Nous avons démontré que 
l’incubation avec la VLP de PapMV augmente le nombre de vésicules LC3+ dans les cellules EBV-B 
(Figure 11C-D). De plus, il semble qu’il y ait une corrélation positive entre le nombre de vésicules 
PapMV-AF647+ et le nombre de vésicules LC3+, ce qui suggère que l’induction de l’autophagie est 
proportionnelle à la quantité de VLP internalisées (Figure 11F). Ces observations se traduisent par 
une augmentation du ratio LC3-II/LC3-I observé par western blot qui semble aussi dépendre de la 
concentration de la VLP de PapMV utilisée lors de l’incubation (Figure 11A-B). 
Plusieurs études ont démontré que l’autophagie est impliquée dans la voie de 
présentation classique par CMH-I et la voie de présentation croisée cytosolique mais les 
mécanismes décrits sont très variés (418). Par exemple, lors de la phase tardive de l’infection de 
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Mφ par le virus HSV-1, la dégradation de la glycoprotéine B dans les autolysosomes précède la 
prise en charge des polypeptides par le protéasome cytosolique (419, 420). L’autophagie participe 
à la présentation croisée vacuolaire de la protéine pUL138 du HCMV et les peptides dérivés sont 
chargés sur les CMH-I au sein des compartiments endosomaux dans les MoDC humaines et les 
cellules T2 infectés (422). Dasari et al., ont rapporté que les cellules EBV-B présentent l’Ag soluble 
pp65 du HCMV par une voie de présentation croisée qui dépend du protéasome, mais pas de TAP 
et qui implique l’autophagie. De plus, les peptides sont chargés sur les CMH-I dans les 
autophagosomes (364). À la suite de nos résultats, le mécanisme d’induction de l’autophagie par 
la VLP de PapMV dans les cellules EBV-B reste à déterminer.  
L’induction de l’autophagie et l’engagement des TLR 
La VLP de PapMV est constituée de la protéine de surface de PapMV qui s’autoassemble 
autour d’un ARN simple brin (528-530). La VLP de PapMV internalisée par les cellules 
immunitaires rejoint les endosomes où l’ARN est libéré et active le TLR-7 chez la souris (531, 532, 
575) et les TLR-7/8 chez l’Homme (533). Afin de démontrer l’implication des TLR endosomaux 
dans l’induction de la sécrétion d’IFN-α par les PBMC humaines incubées avec la VLP de PapMV, 
Carignan et al., ont traité ces cellules avec la chloroquine. Ils ont rapporté que cet inhibiteur abolit 
la sécrétion d’IFN-α induite par la VLP ou le R837, un agoniste du TLR-7 (533). Puisque la 
chloroquine bloque également l’acidification des lysosomes, il est probable que le phénotype 
observé résulte aussi de l’inhibition du processus d’autophagie induit par la VLP dans ces cellules. 
De façon similaire, le virus de la mosaïque du pois à vache active les monocytes humains selon un 
mécanisme qui implique l’acidification des endosomes et l’engagement des TLR-7/8 (576). 
Plusieurs études ont rapporté un lien entre l’activation des TLR, dont le TLR-7, et 
l’induction de l’autophagie (577-580). Delgado et al., ont démontré que le TLR-7 est le TLR le plus 
efficace pour induire l’autophagie dans une lignée murine de Mφ et dépend de la signalisation 
par la protéine MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) (579). L’autophagie est 
également un moyen de diriger les Ag riches en ARN vers les compartiments endosomaux 
contenant le TLR-7 dans le pDC murines et humaines (581, 582). Dans modèle murin de lupus 
érythémateux, il a été suggéré que l’induction de l’autophagie dans les lymphocytes B permet la 
translocation des Ag contenants de l’ARN dans les compartiments riches en TLR-7 ce qui mène au 
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développement de l’auto-immunité (583, 584). Par ailleurs, dans les cellules immunitaires innées, 
les cathepsines comme la cathepsine S, sont impliquées dans la protéolyse limitée des 
ectodomaines des TLR-3, TLR-7 et TLR-9 permettant leur activation (585, 586). Les TLR-7/8, et 
plus particulièrement le TLR-7, étant exprimés par les lymphocytes B humains (587), il est 
probable que leur engagement par l’ARN de la VLP de PapMV induise l’autophagie. L’autophagie 
pourrait aussi permettre de transporter les TLR-7/8 au niveau du compartiment vacuolaire riche 
en cathepsines et en VLP de PapMV. Pour vérifier cette hypothèse, nous pourrions évaluer 
l’induction de l’autophagie par la VLP de PapMV dans des cellules EBV-B traitées avec un 
antagoniste des TLR-7/8 ou déficientes en ces TLR ou en protéines nécessaires à leur signalisation 
comme MyD88. De plus, il serait possible d’évaluer s’il y a une colocalisation entre PapMV-AF647 
et les TLR endosomaux par microscopie confocale à fluorescence. 
La localisation des VLP de PapMV dans les autophagosomes 
Lors des expériences de microscopie confocale à fluorescence nous avons observé la 
présence de la VLP au sein de vésicules dans les cellules EBV-B exprimant la protéine de fusion 
LC3-GFP (Figure 11C). Ces expériences ont été réalisées après une incubation de trois heures avec 
la VLP ou la rapamycine qui induit l’autophagie (Figure 7). Nous avons seulement constaté une 
colocalisation partielle entre les vésicules contenant la VLP et les autophagosomes (LC3-GFP+). Il 
est possible que la durée d’incubation de trois heures ne soit pas optimale pour observer une 
colocalisation plus importante entre ces structures. Nous pourrions réitérer ces expériences de 
microscopie à différents temps pour évaluer s’il se produit une colocalisation à un autre moment.  
Les cellules EBV-B étant des cellules en suspension, nous avons eu recours à une 
cytocentrifugeuse pour les déposer sur une lame de verre et les aplanir. Cette méthode induit 
une forte mortalité cellulaire et produit de nombreux débris. Lors des expériences futures, 
l’adhérence des cellules EBV-B sera induite par leur incubation sur une lamelle de verre traitée à 
la poly-D-lysine. Cette méthode permet l’adhérence et l’étalement des cellules en suspension 
alors qu’elles se trouvent en culture dans leur milieu et dans l’incubateur. Grâce à cette stratégie, 
il serait envisageable de réaliser des expériences de microscopie en temps réel grâce au système 
d’analyse IncuCyte®. Bien que la résolution soit inférieure à la microscopie confocale, cette 
technique permettrait d’évaluer facilement la durée nécessaire pour observer une colocalisation 
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apparente entre la VLP et les autophagosomes, ainsi que de mesurer la cinétique d’induction de 
l’autophagie. La validation des résultats pourra ensuite être effectuée par microscopie confocale. 
Le rôle de l’autophagie 
Malgré les évidences limitées apportées par la microscopie permettant de positionner les 
VLP de PapMV dans les autophagosomes, les essais de reconnaissance dans lesquels les voies de 
l’autophagie ont été inhibées par des inhibiteurs pharmacologiques ont permis de démontrer une 
modulation de la présentation croisée des épitopes insérés dans les VLP (Figures 10A-B et 12A-B). 
Tout d’abord, nous avons observé que l’inhibition de l’induction de l’autophagie par le 
3-methyladénine (3-MA), un inhibiteur de PI3K de classe III (588) réduisait significativement la 
présentation de l’épitope. Cependant, le 3-MA a des effets non spécifiques sur les cellules. Nous 
avons effectué des expériences de cytométrie en flux pour nous assurer que la diminution de la 
présentation observée était due à l’inhibition de l’apprêtement de la VLP et non pas au blocage 
de son entrée dans les cellules (Figure 12) ou à la diminution de l’expression des CMH-I à la surface 
(Figure 14E-F). Contrairement aux cellules T2 où le 3-MA semble diminuer l’internalisation de la 
VLP et réduit significativement l’expression des CMH-I, ce composé n’a pas d’impact significatif 
sur l’entrée de la VLP dans les cellules EBV-B et leur expression des CMH-I à la concentration de 
2 mM (Figures 12 et 14E-F). Toutefois, l’expression des CMH-I à la surface des cellules EBV-B est 
significativement diminuée lorsqu’elles sont traitées avec le 3-MA à la dose de 5 mM (Figure 14E). 
Ces observations semblent expliquer l’inhibition de la présentation croisée plus forte dans les 
essais de reconnaissance utilisant les cellules T2 prétraitées avec le 3-MA (Figure 12). Par ailleurs, 
l’étude de l’implication de l’autophagie dans la voie de présentation vacuolaire de l’épitope inséré 
dans la VLP de PapMV dans les MoDC s’est révélée infructueuse du fait de l’impact important des 
inhibiteurs sur la présentation de l’épitope minimal gp100 contrôle (Figure 26A-B). 
Nous avons également évalué si l’induction de l’autophagie favorisait une meilleure 
présentation croisée des épitopes insérés dans la VLP de PapMV. L’inhibition de la voie mTOR par 
la rapamycine ou la privation en nutriments induit l’autophagie (402). Malheureusement, le 
traitement des cellules EBV-B et T2 avec la rapamycine n’a pas permis d’observer une 
augmentation de la présentation antigénique. Contrairement à notre hypothèse, nous avons 
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constaté une diminution de la présentation croisée tant de l’épitope gp100 inséré dans les VLP 
que du peptide gp100 contrôle. Ce résultat ne s’explique pas par l’impact de la rapamycine sur 
l’entrée de la VLP ni sur l’expression des CMH-I à la surface des cellules (Figure 15). Des études 
complémentaires sont requises pour caractériser l’impact de la rapamycine sur la biologie des 
lymphocytes B. Dans les MoDC, le traitement à la rapamycine diminue la présentation du peptide 
gp100 contrôle, mais ne semble pas avoir d’effet sur la présentation croisée lorsqu’il est inséré 
dans la VLP de PapMV (Figure 26C).  
 
 
Figure 26. –  Modulation de l’autophagie dans les MoDC 
Les MoDC ont été générées comme décrit dans la Figure 25 puis ont été prétraitées pendant 1 
heure avec la chloroquine (ChQ) (A), le 3-méthyladénine (3-MA) (B) ou la rapamycine (Rapa) (C) 
aux concentrations indiquées. PapMV-gp100 (25 μg/mL [A] ou 50 μg/mL [B, C]) ou le peptide 
gp100 (1 μM) a été ajouté aux MoDC prétraitées sans lavage préalable, et les cellules ont été 
incubées pendant 6 heures à 37oC. Les MoDC ont été lavées puis co-cultivées avec des 
lymphocytes T CD8+ spécifiques de gp100 pendant 16 à 18 heures à un ratio de 1:1. Les 
surnageants ont été récoltés puis la sécrétion d’IFN-γ a été quantifiée par ELISA pour évaluer la 
présentation croisée de gp100 par CMH-I. Les résultats représentent la moyenne ± SEM, % de la 
sécrétion d’IFN-γ des MoDC non traitées (NT) et ont été compilés de trois expériences 
indépendantes. Pour chaque expérience, la sécrétion d’IFN-γ a été mesurée dans deux réplicats 
techniques pour chaque condition.  
 
La privation en nutriments comme autre inducteur de l’autophagie s’est révélée tout aussi 
infructueuse. Nous avons incubé les cellules EBV-B dans une solution saline (Hank's Balanced Salt 
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Solution, HBSS) pendant trois heures lors du chargement avec la VLP de PapMV. Nous avons 
confirmé par western blot que la privation menait à induction de l’autophagie (Figure 27A) et 
nous avons mesuré une augmentation de la présentation croisée de l’épitope inséré dans la VLP 
de PapMV par les cellules EBV-B (Figure 27B). Toutefois, l’évaluation de l’entrée de la VLP dans 
les cellules EBV-B en condition de privation révèle qu’elles internalisent une quantité plus 
importante de nanoparticules (Figure 27C). Ainsi, il est impossible d’établir un lien direct entre 
l’induction puissante de l’autophagie et l’augmentation de la présentation de l’épitope, car il est 
probable que le phénotype observé soit simplement le résultat de l’entrée et de l’apprêtement 
d’un nombre plus important de VLP de PapMV. 
 
Figure 27. –  Induction de l’autophagie par la privation en nutriments des cellules EBV-B 
A Les cellules EBV-B ont été privées de nutriments par l’incubation en HBSS ou chargées avec la 
VLP de PapMV (50 ng/mL) pendant 3 heures. Les cellules ont été récoltées; les protéines ont été 
extraites puis séparées par SDS-PAGE puis LC3 a été révélée par western blot. Les résultats 
représentent la moyenne ± SEM du ratio de densitométrie des bandes LC3-II/LC3-I (n = 1). B Les 
cellules EBV-B ont été chargées à 37oC pendant 3 heures avec PapMV-gp100 (50 μg/mL) ou le 
peptide gp100 (1 μM) dans leur milieu de culture complet ou en HBSS. Elles ont été lavées puis 
cultivées pendant 3 heures dans leur milieu de culture complet avec PapMV-gp100 (50 μg/mL) 
ou le peptide gp100 (1 μM). Après deux lavages, elles ont été co-cultivées avec des lymphocytes 
T CD8+ spécifiques de gp100 pendant 16 à 18 heures à un ratio de 1:1. Les surnageants ont été 
récoltés et la sécrétion d’IFN-γ a été quantifiée par ELISA pour évaluer la présentation croisée de 
gp100 par CMH-I. Les résultats représentent la moyenne ± SEM, % de la sécrétion d’IFN-γ des 
cellules EBV-B non traitées (NT) et ont été compilés de huit expériences indépendantes. Pour 
chaque expérience, la sécrétion d’IFN-γ a été mesurée dans deux réplicats techniques pour 
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chaque condition. Un test de Student non apparié bilatéral a été réalisé (significatif si p <0.05). 
**p <0.01 par rapport au contrôle avec le peptide. C Les cellules EBV-B cultivées dans leur milieu 
complet ou en HBSS ont été incubées pendant 3 heures avec PapMV-Alexa Fluor 647 (10 µg/mL). 
Les histogrammes représentent l’internalisation de la VLP dans les cellules EBV-B obtenus par 
cytométrie en flux et sont représentatifs de trois expériences indépendantes.  
Enfin, la protéine ATG5 étant essentielle à l’induction de l’autophagie (Figure 7), nous 
avons diminué son expression dans les cellules EBV-B par shRNA. Bien que l’inhibition de son 
expression soit partielle, nous avons obtenu une diminution significative de la présentation 
croisée (Figure 13). Afin d’améliorer l’inhibition de l’expression d’ATG5, nous avons évalué 
d’autres séquences de shRNA ainsi qu’un siRNA commercial. Malgré les tentatives multiples, les 
infections des cellules EBV-B avec les shRNA se sont soldées par la mort des cellules tandis que le 
siRNA n’a pas mené à une diminution de l’expression d’ATG5. Il serait judicieux de réitérer ces 
expériences en ciblant d’autres protéines impliquées dans la cascade d’induction de l’autophagie 
comme ATG7 ou ATG12. Nous pourrions également infecter les cellules EBV-B avec une 
combinaison de lentivirus codant pour des shRNA ciblant ATG5 et ATG7 ou ATG12 afin 
d’améliorer l’inhibition de l’autophagie dans les cellules EBV-B (364).   
Ainsi, l’ensemble de nos résultats nous permet de conclure que l’induction de l’autophagie 
est impliquée dans la présentation croisée vacuolaire de l’épitope inséré dans la VLP de PapMV. 
Bien que Dasari et al., aient démontré un rôle de l’autophagie dans la présentation croisée 
effectuée par les cellules EBV-B humaines, la voie de présentation décrite est indépendante de 
TAP, mais dépend du protéasome (364). Selon nos connaissances, les résultats présentés dans le 
Chapitre 2 sont la première démonstration du rôle de l’autophagie dans la voie de présentation 
d’Ag croisée vacuolaire par CMH-I dans les lymphocytes B. 
La présentation croisée de l’épitope inséré dans la VLP de PapMV par les lymphocytes B : 
modèle proposé 
Bien que le lien direct entre l’autophagie et l’apprêtement de la VLP de PapMV ainsi que 
le mécanisme précis n’aient pas été clairement caractérisé, nos résultats démontrent que 
l’induction de l’autophagie est nécessaire à la présentation croisée par CMH-I de l’épitope inséré 
dans la VLP de PapMV selon une voie vacuolaire indépendante du protéasome (362) et de TAP. 
Comme discuté dans les sections précédentes, il est probable qu’il y ait un lien entre la stimulation 
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des TLR-7/8 et l’induction de l’autophagie afin de promouvoir la dégradation de la VLP et la 
présentation croisée par CMH-I. 
Par ailleurs, une forme d’autophagie non canonique dans laquelle les protéines ATG 
régulent une variante de la phagocytose appelée phagocytose associée à LC3 (LC3-associated 
phagocytosis, LAP) a été décrite. La LAP couple directement la stimulation des TLR (TLR-1/2, 
TLR-2/6 et TLR-4), la phagocytose, l’autophagie et la présentation des Ag. La LAP requiert 
également la production de ROS au niveau de la membrane du phagosome par le recrutement du 
complexe NOX2 qui s’associe à la membrane du phagosome (589). Dans nos travaux, ce processus 
peut être exclu pour expliquer l’internalisation de la VLP et l’induction de l’autophagie, car 
l’inhibition de l’induction de l’autophagie par le 3-MA ou la déficience en ATG5 n’ont pas d’impact 
significatif sur l’entrée de la VLP de PapMV dans les cellules EBV-B (Figures 12A et 13B). De plus, 
il a été démontré que l’activation des TLR-7 et/ou TLR-8 induit le recrutement de NOX2 au niveau 
de la membrane des phagosomes dans les Mφ et les neutrophiles (590-592). Les ROS facilitent la 
dégradation des agents infectieux, mais ils permettent également d’alcaliniser le pH des 
phagosomes. Les anions superoxyde (O2−•) produits par NOX2 dans la lumière du phagosome se 
dismutent et génèrent du peroxyde d’hydrogène (H2O2) et d’autres ROS. Cette réaction 
consomme une quantité importante de protons (H+) ayant été importés par l’ATPase vacuolaire 
(V-ATPase) et d’autres transporteurs insérés dans la membrane du phagosome. La diminution de 
la concentration de protons conduit à l’alcalinisation du pH du phagosome ce qui limite l’activité 
des hydrolases acides et favorise la présentation croisée des Ag (357, 593, 594). Dans notre 
modèle, il est possible d’émettre l’hypothèse que l’engagement des TLR-7/8 endosomaux par la 
VLP de PapMV mène au recrutement du complexe NOX2. 
Nous proposons qu’à la suite de l’internalisation de la VLP de PapMV par les 
lymphocytes B, l’engagement des TLR-7/8 par la VLP dans les endosomes conduit à l’induction de 
l’autophagie. L’autophagie favorise le transport de la VLP dans les compartiments vacuolaires 
riches protéases et conduit au recrutement d’autres TLR-7/8. Dans ce compartiment, la 
cathepsine S participe à la fois à la dégradation de la VLP et à la maturation des TLR. L’ARN de la 
VLP active les TLR-7/8 ce qui induit fortement l’autophagie selon une boucle de rétroaction 
positive qui favoriserait ainsi la dégradation de la VLP. De plus, l’autophagie et les TLR pourraient 
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mener au recrutement de NOX2 au niveau de la membrane vacuolaire contenant la VLP de PapMV 
afin de maintenir un pH optimal et faciliter la présentation croisée de l’épitope. Enfin, les peptides 
pourraient être chargés sur les CMH-I directement dans le compartiment vacuolaire. Les CMH-I 
pourraient provenir du RE ou des endosomes de recyclage. Les différentes évidences et 
hypothèses associées à la présentation croisée de l’épitope inséré dans la VLP de PapMV sont 




Figure 28. –  Présentation croisée vacuolaire de la VLP de PapMV par les lymphocytes B : modèle 
proposé  
①La VLP de PapMV est internalisée dans les endosomes. ②L’ARN de la VLP est reconnu par les 
TLR-7/8. ③L’engagement des TLR-7/8 induit l’autophagie. ④L’autophagie conduit à la 
localisation de la VLP dans un compartiment vacuolaire riche en protéases par la fusion avec les 
lysosomes et pourrait mener au recrutement d’autres TLR-7/8 et de NOX2 qui génère des espèces 
réactives de l’oxygène (ROS). ⑤La cathepsine S (CatS) participe à la fois à la maturation des 
TLR-7/8 et à l’apprêtement de la VLP pour libérer les épitopes. GILT et IRAP pourraient aussi être 
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impliqués. ⑥Les peptides sont chargés sur les CMH-I dans le compartiment vacuolaire. Les 
CMH-I pourraient provenir du RE ou des endosomes de recyclage. ⑦Les peptides sont présentés 
à la surface du lymphocyte B. X : la voie de présentation croisée de la VLP de PapMV est 
indépendante du protéasome et de TAP. L’inhibition de la cathepsine S (CatSi), de l’acidification 
des lysosomes (chloroquine, ChQ) et de l’autophagie (3-methyladénine, 3-MA) altère la 
présentation croisée de l’épitope inséré dans la VLP de PapMV.  
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Les lymphocytes B stimulés in vitro par le CD40, l’IL-4 ou la combinaison 
de l’IL-4 et de l’IL-21 sont des APC efficaces 
La caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules CD40-B 
Mise en contexte 
Les lymphocytes B primaires humains constituent une source alternative d’APC qui 
présentent un fort potentiel biotechnologique que ce soit pour des applications de recherches 
fondamentales ou cliniques. De nombreux protocoles sont utilisés pour cultiver les lymphocytes B 
(291, 595, 596). Parmi ceux-ci, la méthode mise au point par Banchereau et al. (186, 281), repose 
sur l’activation ex vivo des lymphocytes B par l’engagement du récepteur CD40 par le CD40L 
recombinant ou un Ab monoclonal agoniste, et la stimulation avec l’IL-4. Ces travaux 
fondamentaux ont permis l’étude de la biologie des lymphocytes B et ont mené à une meilleure 
compréhension des interactions entre les lymphocytes B et T qui sont centrales à la mise en place 
d’une réponse immunitaire adaptative. Cette méthode constitue un moyen efficace pour induire 
la fonction de présentation d’Ag des lymphocytes B (283, 284, 286) et leur prolifération, mais leur 
expansion extensive requiert au moins deux semaines de culture (285, 302).  
Afin d’améliorer la prolifération des cellules tout en induisant leur fonction de 
présentation d’Ag, nous avons évalué l’impact de la stimulation des lymphocytes B avec le CD40L 
(cellules CD40-B) et l’IL-21, au lieu de l’IL-4, ou en combinaison avec cette dernière. Nous avons 
porté notre attention sur l’IL-21, car cette cytokine sécrétée par les lymphocytes CD4+ TFH est 
essentielle au déroulement de la réponse immunitaire des lymphocytes B in vivo (52, 77, 166, 
167) et elle induit leur forte prolifération in vitro (188, 198-200, 204, 205). Nous avons émis 
l’hypothèse que la stimulation des lymphocytes B humains périphériques avec le CD40L et la 
combinaison de l’IL-4 et de l’IL-21 permettra de mimer plus précisément les signaux fournis par 
les lymphocytes CD4+ TFH in vivo ce qui conduira à la génération de cellules CD40-B très 
prolifératives qui seront des APC efficaces. Selon nos connaissances, aucune étude n’a évalué 
l’utilisation de l’IL-21 au lieu de l’IL-4, ou la combinaison des deux cytokines pour générer un grand 
nombre d’APC efficaces. 
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Retour sur les résultats 
Les travaux présentés dans le Chapitre 3 ont tout d’abord démontré que la stimulation 
des cellules CD40-B avec IL-21 seule (IL-21-CD40-B) ou en combinaison avec l’IL-4 
(Combo-CD40-B) permet d’augmenter significativement leur prolifération comparativement aux 
cellules CD40-B activées avec l’IL-4 (IL-4-CD40-B) (Figure 16). La caractérisation phénotypique des 
populations de lymphocytes B générées par la culture in vitro, nous a permis d’observer que la 
stimulation des cellules CD40-B avec l’IL-21 seule conduit à leur différenciation progressive en 
plasmocytes (PC) sécrétant des Ab alors que les cellules Combo-CD40-B ont une plus faible 
propension à se différencier en PC (Figures 16 et 17). Les cellules IL-4- et Combo-CD40-B sont des 
cellules activées qui expriment des molécules impliquées dans la migration dans les SLO 
(Figure 18). De plus, elles sécrètent des chimiokines et cytokines qui pourraient induire le 
recrutement des lymphocytes T et moduler leurs réponses (Figure 19). Comparativement aux 
cellules IL-21-CD40-B, les cellules IL-4- et Combo-CD40-B expriment de multiples molécules de 
costimulation, mais pas de molécules de co-inhibition, ce qui suggère qu’elles possèdent des 
fonctions de présentation d’Ag aux lymphocytes T efficaces (Figure 20). Enfin, les essais de 
reconnaissance in vitro ont mis en évidence que les cellules Combo-CD40-B sont des APC aussi 
efficaces que les cellules IL-4-CD40-B et les MoDC pour activer les lymphocytes T CD8+ (Figure 21).  
Ces travaux ont permis d’approfondir notre compréhension de la biologie des cellules 
CD40-B humaines. Selon nos connaissances, ils constituent la première démonstration que 
l’activation in vitro des lymphocytes B avec le CD40L, l’IL 4 et l’IL 21 génère, en moins de deux 
semaines, un grand nombre de cellules hautement prolifératives ayant des fonctions de 
présentation d’Ag efficaces. Dans les prochaines sections, je critiquerai les méthodes utilisées et 
les résultats obtenus puis je proposerai des expériences pour approfondir les résultats présentés.  
Critique des méthodes utilisées  
Les limitations de la technique de cytométrie en flux 
Dans ces travaux, les lymphocytes B humains ont été cultivés in vitro pendant douze jours 
et leurs phénotypes ont été analysés tous les trois jours par cytométrie en flux avec un analyseur 
BD LSRFortessaTM (BD Biosciences). Cette technique présente toutefois des limitations. Le 
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cytomètre utilisé permet seulement l’analyse simultanée d’un maximum de 15 paramètres. En 
conséquence, les cellules CD40-B ont été divisées en trois tubes afin 1) d’analyser les 
phénotypes/sous-populations de lymphocytes B (Figures 16 et 17), 2) d’analyser l’expression des 
molécules modulées par l’activation et des molécules impliquées dans la migration au sein des 
SLO (Figure 18) et 3) d’analyser les molécules de costimulation et de co-inhibition (Figure 20). 
Cette stratégie nous a offert la possibilité de mesurer un nombre élevé de paramètres différents, 
mais elle n’a pas permis d’étudier simultanément l’expression de l’ensemble des marqueurs 
comme les ligands de costimulation, sur une sous-population spécifique de cellules CD40-B. Ceci 
constitue une limitation de notre étude, car les paramètres mesurés en 2) et 3) représentent leur 
expression globale par la population cellulaire totale alors que nous avons démontré que les 
cellules CD40-B sont une population hétérogène, quelle que soit la stimulation utilisée. 
Pour contrer cette limitation, nous pourrions réitérer la cinétique de caractérisation en 
utilisant des cytomètres de nouvelle génération comme les analyseurs BD FACSymphony™ 
capables d’analyser simultanément de 30 à 50 paramètres (597, 598). En outre, ces instruments 
possèdent des lasers plus puissants et offrent la possibilité d’utiliser des Ab couplés à des 
fluorochromes de nouvelle génération, ce qui permet une analyse avec meilleure résolution se 
traduisant par une caractérisation phénotypique plus précise. De façon similaire, la cytométrie de 
masse (CyTOF) jumelant la cytométrie et l’analyse par spectrométrie de masse permettait 
d’évaluer l’expression jusqu’à une centaine de paramètres simultanément en utilisant des Ab 
couplés à des métaux lourds (599, 600). Il serait également possible de combiner la 
caractérisation du phénotype avec des Ab reconnaissants des protéines de surfaces (jusqu’à 30 
paramètres simultanément) avec le séquençage de l’ARNm sur les mêmes cellules uniques (single 
cell RNA-seq) grâce à l’analyse par BD® AbSeq Assay couplé au système d’analyse de cellule 
unique BD RhapsodyTM (BD® Biosciences) (600). Ainsi, l’analyse des cellules par ces nouvelles 
technologies permettrait d’approfondir et de raffiner la caractérisation phénotypique des cellules 
CD40-B en évaluant l’ensemble des marqueurs sur une même population cellulaire. 
Les limitations de la stratégie d’analyse des données de cytométrie en flux 
L’analyse des données de cytométrie en flux a été effectuée en suivant des stratégies 
d’identification des populations cellulaires fondées sur celles décrites dans la littérature (601, 
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602). Parmi les nomenclatures, nous avons utilisé la classification B mature (Bm) qui définit les 
sous-populations de lymphocyte B d’après leur expression des marqueurs de surface IgD et CD38 
(601, 602) (Figure 16). Toutefois, les classifications IgD vs CD27 (603) ou CD24 vs CD38 pourraient 
être utilisées pour définir les phénotypes des lymphocytes B (601). Par ailleurs, l’étude des 
molécules modulées par l’activation, impliquées dans la migration et des ligands de 
costimulation/co-inhibition a été effectuée en analysant leur expression de façon individuelle. 
Bien qu’informatives, ces stratégies d’analyse fournissent seulement une information limitée.  
Afin d’analyser simultanément l’expression de l’ensemble des molécules, nous pourrions 
avoir recours à des stratégies d’analyse non dirigées et non biaisées. Parmi celles-ci, les 
techniques de réduction de dimension non linéaire comme les algorithmes t-SNE (t-Distributed 
Stochastic Neighbor Embedding) et UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) sont 
fréquemment utilisées (604) (Figure 29). Ces méthodes d’analyse non biaisées offrent également 
l’opportunité d’évaluer l’expression de marqueurs peu définis qui auraient pu être ignorés lors 
d’une analyse dirigée (CD11b, CD43…). En outre, l’analyse des données obtenues grâce aux 
nouvelles techniques de cytométrie citées précédemment repose sur ces algorithmes. 
 
Figure 29. –  Exemple d’analyse par t-SNE 
Les cellules CD40-B d’un donneur sain représentatif ont été analysées après 9 jours de culture. 
Parmi l’ensemble des molécules de surface analysées, seulement trois sont représentées.  
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Critiques des résultats et perspectives 
La prolifération des cellules CD40-B  
La possibilité d’amplifier in vitro les lymphocytes B isolés du sang périphérique constitue 
un atout majeur en faveur de l’utilisation de ces cellules comme source alternative d’APC 
comparativement aux DC. Banchereau et al., ont été les premiers à démontrer que les 
lymphocytes B pouvaient être amplifiés in vitro par l’engagement du CD40 et la stimulation par 
l’IL-4 (186, 281). Depuis, de nombreux variants de ce protocole ont été développé que ce soit au 
niveau de la source de CD40L ou des cytokines utilisées (291, 595). Dans nos travaux, l’expansion 
des lymphocytes B est réalisée par leur stimulation avec une forme recombinante trimérique du 
CD40L (605) et les cytokines IL-4 ou IL-21 ou la combinaison des deux. Conformément à la 
littérature décrivant l’IL-21 comme une cytokine induisant une prolifération massive des 
lymphocytes B tant humains que murins (188, 198, 199, 204, 205, 606), nos résultats ont mis en 
évidence que la stimulation avec l’IL-21 ou le Combo permet d’induire une prolifération 
supérieure à celle induite par l’IL-4 (Figure 16B-C). Récemment, Robinson et al., ont démontré 
que la combination de l’IL-4 et de l’IL-21 augmente la division cellulaire des cellules CD40-B 
murines (165). Su et al., rapportent également que la stimulation des cellules CD40-B humaines 
avec l’IL-21 ou la combinaison IL-4/IL-21 induit leur expansion robuste, mesurée après 8 jours de 
culture, comparativement à leur stimulation l’IL-4 (287). En outre, ils démontrent aussi que la 
co-culture des lymphocytes B pendant 16 jours avec une lignée cellulaire stromale exprimant le 
CD40L, et les cytokines IL-2, IL-4, IL-21 et BAFF permet leur expansion significative (287).  
Nous avons dénombré les cellules CD40-B pour évaluer leur expansion (Figure 30). 
L’expansion des cellules IL-21-CD40-B semble ralentir puis plafonner après 6 jours de culture 
tandis que les cellules Combo-CD40-B maintiennent une croissance importante (Figure 30A). La 
caractérisation phénotypique des cellules a mis en évidence qu’après 6 jours de culture, la 
stimulation des cellules CD40-B avec l’IL-21 génère des plasmablastes (CD27highCD38high) qui se 
différencient de façon terminale en PC CD138+ matures (Figure 17). Puisque les PC CD138+ 
matures perdent leur capacité à se diviser (607, 608), nous supposons que la différenciation 
progressive des cellules IL-21-CD40-B en PC matures entraîne un arrêt de la prolifération qui se 
traduit par le plateau observé. Les cellules IL-4-CD40-B présentent quant à elles une faible 
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expansion, mais nos résultats semblent suggérer une augmentation de l’expansion des cellules 
IL-4-CD40-B à partir du jour 9 (Figure 30). Bien que certaines études rapportent une expansion 
plus importante des cellules CD40-B stimulées avec l’IL-4 (285, 609), leur croissance exponentielle 
semble s’effectuer après 10 à 14 jours de culture (285, 302). Ces divergences pourraient provenir 
de conditions expérimentales différentes, notamment au niveau de la source de CD40L. Nous 
utilisons une forme recombinante trimérique du CD40L (605) tandis que certaines études 
co-cultivent les lymphocytes B humains avec des lignées cellulaires murines modifiées 
génétiquement pour exprimer le CD40L comme la lignée de fibroblastes murins NIH/3T3 (282, 
285, 609, 610).  
Lors de nos expériences, les PBMC ont été obtenus à partir d’environ 90 mL de sang 
périphérique puis les lymphocytes B ont été isolés. Après 12 jours de culture in vitro, le nombre 
total de cellules CD40-B obtenu varie selon le donneur et la condition de stimulation; la culture 
des lymphocytes B avec le CD40L et le Combo ayant permis d’obtenir jusqu’à plusieurs dizaines 
de millions de cellules (Figure 30B). Dans un contexte d’utilisation biotechnologique comme la 
vaccination, l’obtention d’un nombre important de cellules est requise. Les patients traités avec 
des vaccins cellulaires formulés à partir de DC reçoivent plusieurs millions de cellules dont le 
nombre varie selon les études. Dans le cas du Sipuleucel-T, les patients reçoivent trois infusions 
intraveineuses contenant au moins 40 millions de cellules (485). Dans une étude de phase II, des 
patients atteints d’un mélanome avancé ont reçu un traitement avec l’Ipilimumab en 
combinaison avec une injection intraveineuse et une injection intradermique constituées 
respectivement de 20 et 4 millions de MoDC autologues électroporées avec des ARNm codant 
pour des Ag tumoraux (611). Une étude de phase III a quant à elle évalué la combinaison de la 
chimiothérapie et d’une injection intradermique de 2.5 millions de DC autologues chargées avec 
un lysat tumoral pour le traitement de patients atteints d’un glioblastome (612). Concernant les 
vaccins formulés à partir de lymphocytes B, une étude a évalué le traitement de chiens atteints 
d’un lymphome non hodgkinien avec un vaccin constitué de 1 à 5 millions de cellules IL-4-CD40-B 
autologues électroporées avec des ARNm codants pour des Ag tumoraux (489). Bien que la 
stimulation des lymphocytes B avec le CD40L et le Combo semble générer un nombre de cellules 
suffisant pour réaliser une injection contenant plusieurs millions de cellules, il pourrait être 
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envisageable de prolonger l’expansion des cellules CD40-B au-delà de 12 jours si le nombre d’APC 
requis pour l’utilisation n’est pas atteint. Ainsi, il serait intéressant de poursuivre leur culture, par 
exemple jusqu’au jour 24, afin d’évaluer si les cellules IL-4- et Combo-CD40-B maintiennent leur 
prolifération.  
 
Figure 30. –  Expansion des cellules CD40-B 
Les lymphocytes B ont été cultivés comme illustré dans la Figure 16. Les cellules ont été diluées 
avec une solution de Bleu Trypan 0.4% puis les cellules vivantes ont été dénombrées à l’aide d’un 
hématimètre. A L’expansion des cellules CD40-B est représentée sous la forme du ratio du 
nombre de cellules comptées et le nombre de lymphocytes B au jour 0. Les résultats représentent 
la moyenne (standard deviation, SD) de 6 donneurs indépendants. B Le nombre total de cellules 
CD40-B cultivées selon la condition indiquée est représenté. Chaque symbole/couleur représente 
un donneur indépendant identique pour chaque graphique (n = 6).   
La caractérisation phénotypique des cellules CD40-B  
Nos résultats ont mis en évidence que la stimulation des cellules CD40-B avec l’IL-4, l’IL-21 
ou le Combo induit des phénotypes distincts. Tandis que l’IL-4 a peu d’impact sur les phénotypes 
des lymphocytes B, l’IL-21 ou le Combo induisent l’acquisition graduelle de phénotypes 
caractéristiques de cellules matures (Figures 16D-E et 17). La présence de l’IL-21 dans le milieu 
de culture induit la commutation de classe isotypique des cellules CD27+ mémoires et mène à la 
différenciation des cellules CD40-B en plasmablastes puis en PC CD138+ matures qui sécrètent 
des IgM, IgG et IgA (Figure 17). La stimulation par le Combo est quant à elle moins encline à 
induire la différenciation PC ce qui suggère que l’IL-4 module les signaux de différenciation de 
l’IL-21. Nos résultats concordent avec la littérature publiée qui rapporte que l’engagement du 
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CD40 et la stimulation avec l’IL-21 ou l’IL-4 régulent la production d’Ig et la commutation de classe 
isotypique (180-182, 195, 198, 206). Chez l’Homme, IL-21 promeut la sécrétion d’IgM et la 
commutation de classe vers les isotypes IgG1/IgG3 et IgA1 tandis qu’elle constitue un régulateur 
négatif des réponses IgE (197-202) contrairement à l’IL-4 qui induit l’IgG4 et l’IgE (183, 184).  
Récemment, Franke et al., ont rapporté que la stimulation des PBMC humaines avec un 
Ab anti-CD40 (αCD40) et l’IL-4 n’induit pas la sécrétion des différents isotypes d’Ig par les 
lymphocytes B alors que l’activation avec l’αCD40, l’IL-4 et l’IL-21 mène à la génération de cellules 
qui produisent des IgG, IgE et IgA et une faible quantité d’IgM (613). De façon surprenante, les 
auteurs n’ont pas évalué la production d’Ig en stimulant les cellules avec l’αCD40 et l’IL-21 (613). 
Bien que nous ayons observé une induction de la sécrétion des IgM, IgG et IgA par les cellules 
Combo-CD40-B, la stimulation avec le CD40L et l’IL-21 seule induit une sécrétion des Ig 
significativement plus importantes (Figure 17E). Par ailleurs, Su et al., ont démontré que les 
lymphocytes B co-cultivés avec une lignée cellulaire exprimant le CD40L et stimulés avec l’IL-2, 
l’IL-4, l’IL-21 et BAFF se différencient peu jusqu’au jour 12, mais présentent une différenciation 
abrupte en PC CD27highCD38highCD138+ aux jours 14-16 (287). Il serait ainsi judicieux de poursuivre 
la caractérisation phénotypique des cellules CD40-B pour évaluer si une différenciation similaire 
des cellules Combo-CD40-B se produit au-delà de 12 jours de culture. Enfin, l’IL-4 étant une 
cytokine qui induit la sécrétion d’IgE (183, 184), il serait intéressant d’évaluer par dosage ELISA si 
cette Ig est produite dans les surnageants de culture. L’identification des sous-classes d’IgG et 
IgA, ainsi que la quantification des Ig produits tout au long de la culture permettrait d’approfondir 
nos résultats de caractérisation et de présenter une cinétique d’induction des Ab.  
Les phénotypes et les destins cellulaires des lymphocytes B sont finement régulés par de 
multiples facteurs de transcription tels que BCL-6, c-MYC, BLIMP-1, IRF-4, XBP-1. Leurs 
expressions sont régulées par les signaux de stimulation comme le CD40 et les cytokines (93, 121). 
L’IL-21 régule la réaction du GC en maintenant l’expression de BCL-6 (194, 213-215), mais elle 
induit également BLIMP-1, qui inhibe BCL-6 et mène à la différenciation des cellules B en PC in 
vitro et in vivo (195, 196, 198, 204, 217, 606, 614). Récemment, Robinson et al., ont démontré 
que la combinaison de l’IL-21 et de l’IL-4 induit BCL-6 dans les cellules CD40-B murines(165). De 
façon similaire, Chevrier et al., ont rapporté que l’IL-4 et l’IL-21 coopèrent pour induire une forte 
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expression protéique de BCL-6 dans les cellules CD40-B murines spléniques (164). Ainsi, il est 
possible d’émettre l’hypothèse que la stimulation par le Combo mène à la forte expression de 
BCL-6 par les lymphocytes B ce qui les maintient dans état prolifératif similaire à celui des 
cellules B de la zone sombre dans le GC, et atténue ou retarde l’induction du programme 
transcriptionnel menant à la différenciation en PC. Afin de tester cette hypothèse, l’étude de la 
cinétique d’expression des multiples facteurs de transcription (93, 121) pourrait être effectuée 
en réalisant une caractérisation multiomique sur cellule unique grâce aux technologies 10x 
Chromium (10X Genomics) ou BD® AbSeq Assay couplé au système d’analyse de cellule unique 
BD RhapsodyTM (BD® Biosciences) (600). Ces plateformes jumellent la caractérisation du 
phénotype avec des Ab reconnaissants des protéines de surfaces avec le séquençage de l’ARNm 
sur les mêmes cellules uniques (single cell RNA-seq). Les résultats obtenus mettront en évidence 
les évènements régulant la biologie de chaque sous-population de cellules CD40-B. Ils 
permettront également d’offrir des pistes recherche afin d’optimiser les protocoles de culture 
visant soit à amplifier les lymphocytes B et induire leur fonction de présentation d’Ag ou générer 
des cellules sécrétrices d’Ab selon l’utilisation biotechnologique souhaitée.  
La migration des cellules CD40-B 
 Pour servir de plateforme vaccinale efficace, les cellules CD40-B doivent atteindre les SLO 
pour présenter les Ag aux lymphocytes T et induire leurs réponses. Nos résultats ont démontré 
que les différents groupes de cellules CD40-B expriment différentiellement des molécules 
impliquées dans la migration dans les SLO comme la molécule d’adhérence CD62L et les 
récepteurs de chimiokines CCR7, CXCR4 et CXCR5 comparativement aux MoDC qui expriment 
seulement le récepteur CCR7. La forte expression des molécules CD62L et CXCR5 suggèrent que 
les cellules Combo-CD40-B activées pendant 9 jours pourraient présenter une plus forte 
propension à migrer dans les SLO comparativement aux cellules IL-4-CD40-B (Figure 18). Nos 
résultats sont similaires à ceux publiés par l’équipe de von Bergwelt-Baildon qui rapportent une 
modulation semblable des profils d’expression des molécules CD62L, CCR7, CXCR4 et CXCR5 pour 
les cellules IL-4-CD40-B humaines et murines (301-303, 615, 616). Leurs travaux ont démontré 
que ces molécules facilitent la chimiotaxie des cellules CD40-B humaines et murines vers leurs 
ligands respectifs in vitro (302, 303, 615), ainsi que la migration in vivo des cellules CD40-B 
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murines au sein des SLO (301, 615, 616). Gonzalez et al., ont rapporté que 12 heures après 
l’injection intraveineuse, les cellules CD40-B GFP+ sont retrouvées majoritairement dans la zone 
B de la pulpe blanche de la rate, au niveau de l’interface entre les zones T et B ainsi qu’un faible 
pourcentage dans la zone T. Leur nombre au niveau de l’interface des zones B et T et dans la zone 
T augmente après 5 jours. En outre, la vaccination avec les cellules CD40-B chargées avec un 
peptide se révèle être efficace pour induire la réponse cellulaire des CTL et la lyse des cellules 
tumorales (615). Selon nos résultats, nous postulons que les cellules Combo-CD40-B ont une 
capacité de migration dans les SLO supérieure à celle des cellules IL-4-CD40-B.  
 Afin de tester cette hypothèse, des essais de migration in vitro de type transwell 
pourraient être réalisés afin d’évaluer la migration des cellules CD40-B en réponse à des gradients 
de concentration des chimiokines CXCL12 (CXCR4), CCL19 ou CCL21 (CCR7) ou CXCL13 (CXCR5)  
(302, 303, 615) (Figure 31A). Pour étudier la migration in vivo des cellules IL-4- et Combo-CD40-B, 
nous pourrions avoir recours à un modèle murin possédant un système immunitaire humain tel 
que les souris humanisées par le transfert adoptif de cellules souches du sang de cordon CD34+. 
La lignée de souris immunodéficientes nonobese diabetic/severe combined immunodeficient 
(NOD/SCID) possédant une mutation nulle du gène codant pour la chaîne γc est une des lignées 
dans laquelle le transfert adoptif de cellules souches du sang de cordon CD34+ est possible (617). 
Ce modèle disponible commercialement permettra d’isoler des lymphocytes B et des monocytes 
humains à partir du sang périphérique de souris et de générer respectivement des cellules CD40-B 
et des MoDC. Les cellules seront marquées avec un marqueur fluorescent puis transférées dans 
les souris possédant un système immunitaire autologue par injection intraveineuse. Après 24 
heures et 5 jours, les souris seront sacrifiées afin de collecter le sang périphérique, la rate et les 
ganglions lymphatiques (GL) puis la migration des cellules CD40-B et des MoDC fluorescentes 
dans les SLO sera évaluée par cytométrie en flux (618). Des coupes histologiques des SLO seront 
également analysées par microscopie confocale à immunofluorescence afin d’identifier 
précisément le positionnement des cellules CD40-B dans ces tissus. Cette stratégie est illustrée 
dans la Figure 31B. Les expériences proposées permettront ainsi d’étudier les capacités 
migratoires des cellules CD40-B in vitro et in vivo et d’encourager leur utilisation comme source 
alternative d’APC dans une stratégie de vaccination.  
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Figure 31. –  Étude de la migration des cellules CD40-B in vitro et in vivo : modèles proposés 
A Les MoDC et les cellules IL-4- et Combo-CD40-B seront cultivées pendant 9 jours puis placées 
dans les chambres supérieures de puits séparés en deux sections par une membrane perméable 
arborant des pores de 5 μm (transwell plate). Les chambres inférieures renfermeront quant à 
elles un milieu de culture supplémenté avec des concentrations croissantes de la chimiokine 
CXCL12 (CXCR4), CCL19 ou CCL21 (CCR7) ou CXCL13 (CXCR5). Après une incubation de quelques 
heures, la migration des cellules dans la chambre inférieure sera évaluée en dénombrant les 
cellules présentes. Le phénotype des cellules CD40-B ayant migrées sera déterminé par 
cytométrie en flux. B Les MoDC et les cellules IL-4- et Combo-CD40-B seront générées pendant 9 
jours à partir des PBMC isolés de souris humanisées par le transfert adoptif de cellules souches 
hématopoïétiques CD34+ (HuCD34). Les APC seront marquées avec un marqueur fluorescent puis 
injectées par voie intraveineuse dans des souris HuCD34 autologues. Après 24 heures et 5 jours, 
les souris seront sacrifiées afin de collecter le sang périphérique, la rate et les GL puis la migration 
des APC fluorescentes dans les SLO sera évaluée par cytométrie en flux et microscopie confocale 
à immunofluorescence afin d’identifier précisément le positionnement des APC dans ces tissus. 
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La sécrétion de cytokines et chimiokines par les cellules CD40-B 
La sécrétion de cytokines et de chimiokines constitue une fonction alternative importante 
des lymphocytes B par laquelle ils modulent les réponses immunitaires (241, 242). Nos travaux 
ont démontré que les cellules IL-4- et Combo-CD40-B présentent un sécrétome similaire 
caractérisé par la production de chimiokines et de cytokines de type TH1 (IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-2 
et IL-12p70) et TH2 (IL-6, IL-10 et IL-13) (Figure 19). L’étude du transcriptome des cellules 
IL-4-CD40-B humaines après 14 jours de stimulation a révélé que ces cellules expriment les 
transcrits de nombreuses chimiokines dont CCL17, CCL5, CCL22 et CXCL10 (303). Leurs 
expressions dans les surnageants sont également détectées après 4 jours de stimulation (619). 
De plus, les surnageants de culture des cellules IL-4-CD40-B induisent la migration des 
lymphocytes T CD8+ et CD4+ in vitro (303). Les travaux fondamentaux de Harris et al., ont 
également démontré que les lymphocytes B peuvent acquérir une polarisation de type B effecteur 
(Be)1 ou Be2 et sécréter respectivement des cytokines de type TH1 et TH2 qui influencent les 
réponses des lymphocytes T effecteurs (261, 262). Récemment, une étude a rapporté que des 
lymphocytes B murins isolés de la rate et stimulés pendant 3 jours avec BAFF biaise leur 
polarisation vers le phénotype Be1 caractérisé par la sécrétion d’IL-12 (620). Chez l’Homme, les 
lymphocytes B humains présents dans les GL drainant les tumeurs mammaires sécrètent de 
multiples cytokines telles que le TNF-α, l’IL-10, le TGF-β, l’IL-2 et l’IFN-γ (621). De plus, les 
lymphocytes B infiltrant les tumeurs mammaires sécrètent majoritairement des cytokines de type 
TH1 (IFN-γ et TNF-α) qui pourraient supporter la réponse de type TH1 des lymphocytes T (622). 
Afin d’approfondir la caractérisation du sécrétome des cellules CD40-B, il serait 
intéressant d’évaluer par dosage multiplex la production d’un nombre plus important de 
chimiokines et de cytokines dans le surnageant. Le sécrétome des MoDC sera aussi analysé. Nos 
résultats ne permettent pas de conclure si les cytokines TH1 et TH2, sont sécrétées par les mêmes 
cellules ou par des sous-populations de cellules CD40-B distinctes de type Be1 ou Be2. Pour 
répondre à cette question, il serait possible d’avoir recours à une analyse par BD® AbSeq Assay 
couplé au système d’analyse de cellule unique BD RhapsodyTM (BD® Biosciences) (600). Cette 
plateforme permettra de déterminer simultanément le phénotype des cellules CD40-B et 
d’évaluer l’expression des transcrits de nombreuses cytokines et chimiokines.  
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Selon nos résultats, nous postulons que les cellules Combo-CD40-B auraient une plus 
grande capacité à induire la migration des lymphocytes T que les cellules IL-4-CD40-B. Afin de 
tester cette hypothèse, nous pourrions réaliser des essais de migration in vitro de type transwell 
(303) afin d’évaluer l’induction de la migration des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ purifiés vers la 
chambre inférieure du puits qui renfermera un surnageant de cultures des cellules IL-4-, IL-21-, 
Combo-CD40-B cultivées à différents jours ou des MoDC. Il est également probable que les 
cytokines sécrétées par les cellules CD40-B puissent moduler les réponses des lymphocytes T et 
notamment polariser leur différenciation. Pour éprouver cette hypothèse, la culture des 
lymphocytes T CD8+ et CD4+ purifiés et activés par une stimulation polyclonale (αCD3 et αCD28) 
sera réalisée en présence des surnageants des cellules CD40-B récoltés à différents jours ou des 
surnageants de la culture de MoDC (623). La polarisation des lymphocytes T sera évaluée après 7 
jours en mesurant par cytométrie en flux et qPCR l’expression de facteurs de transcription et des 
cytokines caractéristiques des différents sous-types de lymphocytes T.  
La présentation d’antigènes et l’activation des lymphocytes T 
Selon nos connaissances, nos travaux sont les premiers à présenter une caractérisation 
phénotypique et fonctionnelle des fonctions de présentation d’Ag des lymphocytes B humains 
stimulés avec le CD40L et l’IL-21 ou la combinaison de l’IL-4 et de l’IL-21 au lieu de la stimulation 
standard avec le CD40L et l’IL-4. Comparativement à la plupart des études réalisées jusqu’à ce 
jour qui mesurent seulement l’expression des molécules CD80, CD86 et du CMH-II (283, 286, 287, 
301, 302, 609, 615), nos travaux présentent une caractérisation plus détaillée des cellules CD40-B 
associée à la cinétique d’expression des molécules impliquées dans la présentation d’Ag. Nos 
résultats démontrent que les cellules Combo-CD40-B expriment fortement des molécules de 
costimulation et très faiblement des ligands de co-inhibition de façon similaire aux cellules 
IL-4-CD40-B, ce qui suggère qu’ils puissent être des APC efficaces (Figure 20). Notre analyse 
phénotypique s’étant limitée à l’analyse de trois ligands de co-inhibition, il serait intéressant de 
caractériser l’expression d’autres ligands impliqués dans l’inhibition de la réponse des 
lymphocytes T tels que HVEM (CD270, ligand de BTLA), CD112 et CD155 (ligand de TIGIT) (322). 
Par ailleurs, les essais de reconnaissances in vitro réalisés ont démontré que les cellules 
Combo-CD40-B étaient aussi efficaces que les cellules IL-4-CD40-B et les MoDC pour induire 
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l’activation des lymphocytes T CD8+ spécifique d’un Ag. Lorsque le chargement des APC est réalisé 
avec une concentration non saturante de peptide, les cellules Combo-CD40-B se sont révélées 
être des APC plus puissantes que les MoDC. Les cellules IL-21-CD40-B sont les APC les moins 
performantes (Figure 21). Les essais in vitro ont été effectués avec des cellules CD40-B stimulées 
pendant 9 jours, car il s’agit du jour auquel les cellules semblent posséder une capacité de 
présentation d’Ag optimale (Figures 16-18 et 20). Une expérience préliminaire a été réalisée en 
utilisant les cellules CD40-B activées pendant 12 jours. Les résultats étant similaires aux à ceux 
obtenus avec les cellules CD40-B cultivées pendant 9 jours (Figures 21 et 32), ceci suggère qu’une 
culture plus longue n’affecte pas la capacité des cellules CD40-B à être des APC efficaces 
(Figure 32). Su et al., ont rapporté que les cellules CD40-B stimulées avec les cytokines IL-2, IL-4, 
IL-21 et BAFF maintiennent une expression élevée des molécules associées à la présentation 
antigénique (CMH-II, CD80 et CD86) pendant les 16 jours de culture. Toutefois, ils observent un 
déclin de l’expression du CD80 ainsi que la différenciation des cellules CD40-B en PC aux jours 
14-16. En conséquence, les cellules cultivées pendant 16 jours possèdent des capacités de 
présentation d’Ag moins efficaces que les cellules CD40-B utilisées au jour 8 (287). Ainsi, il serait 
judicieux de poursuivre la caractérisation phénotypique et reproduire les essais de 
reconnaissance in vitro avec des cellules CD40-B cultivées au-delà du jour 12 afin d’évaluer si les 
cellules Combo-CD40-B maintiennent leur capacité à être des APC efficaces. 
Figure 32. –  Essai de reconnaissance avec les cellules CD40-B cultivées jusqu’au jour 12 
Les MoDC et les cellules CD40-B ont été cultivées 
pendant 8 et 12 jours respectivement. Les APC ont été 
chargées pendant 6 heures avec le peptide gp209-2M 
(gp100) aux concentrations indiquées puis co-cultivées 
pendant 16-20 heures avec les lymphocytes T CD8+ 
spécifiques de gp100 a un ratio de 1:1. L’activation des 
CTL a été évaluée par la quantification par ELISA de la 
sécrétion d’IFN-γ dans les surnageants de co-culture 
pour évaluer la capacité des APC à présenter l’Ag par 
CMH-I. Les résultats représentent la moyenne (SD) de la 
sécrétion d’IFN-γ pour deux donneurs indépendants 
(n = 2). La concentration d’IFN-γ a été mesurée dans un 
deux réplicats techniques pour chaque condition. NC : 
non chargées; CTRL : peptide contrôle. 
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L’ensemble de nos travaux se sont concentrés sur la présentation d’Ag aux lymphocytes T 
CD8+ in vitro. Il serait intéressant d’évaluer la capacité des cellules IL-4- et Combo-CD40-B à 
induire l’activation des lymphocytes T CD4+ comparativement aux MoDC. Des expériences in vitro 
similaires à ceux présentés dans la Figure 21 pourront être réalisées en ayant recours à un clone 
de lymphocytes T CD4+ spécifique de la nucléoprotéine du virus influenza A (H1N1) présentée par 
le CMH-II HLA-DRβ*0401 disponible au sein du laboratoire. Ces expériences seront réalisées en 
chargeant les APC avec la protéine recombinante complète.  
Outre les rôles majeurs des lymphocytes T αβ conventionnels (CD4+ et CD8+) dans 
l’immunité, les lymphocytes T non conventionnels ont des fonctions importantes dans les 
réponses immunitaires, notamment dans les réponses antitumorales (234, 624). Récemment, 
Huang et al., ont vacciné des souris ayant un système immunitaire humain avec une nanoparticule 
vaccinale ciblant spécifiquement les cDC1, dans laquelle le glycolipide α-galactosylcéramide 
(α-GalCer) et un Ag peptidique du mélanome sont encapsulés. Ils ont démontré que cette 
stratégie conduit à l’activation et à l’expansion des DC CD141+ et des cellules iNKT humaines et 
induit ultimement une réponse antitumorale efficace des CTL spécifiques de l’Ag in vivo. Les 
auteurs ont rapporté que cette réponse résulte d’une activation des cellules iNKT qui fournissent 
des signaux d’aide efficaces aux DC et aux CTL (625). Les lymphocytes B étant capables d’interagir 
avec les lymphocytes T non conventionnels comme les cellules iNKT (225) et les lymphocytes T γδ 
(233), il serait intéressant d’évaluer la capacité des cellules IL-4- et Combo-CD40-B à activer ces 
types cellulaires. Par exemple, nous pourrions étudier si les cellules IL-4- et Combo-CD40-B 
chargées avec l’agoniste α-GalCer peuvent induire l’activation des cellules iNKT in vitro. Il serait 
aussi intéressant d’évaluer si le chargement simultané des cellules IL-4- et Combo-CD40-B avec 
un Ag peptidique du mélanome comme gp100 et le glycolipide α-GalCer pourrait mener à une 
activation augmentée des CTL lors d’une co-culture in vitro avec des PBMC provenant de patients 
atteints d’un mélanome. 
Nos travaux se sont concentrés sur l’étude de la présentation d’Ag par les lymphocytes de 
la lignée B-2. Cependant, des études ont rapporté que les lymphocytes B-1 murins non activés 
sont des APC efficaces capables d’induire l’activation et la prolifération des lymphocytes T (23). 
Ainsi, il serait intéressant d’évaluer la capacité des lymphocytes B-1 humains à induire l’activation 
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et la prolifération des lymphocytes T. Tout d’abord, les lymphocytes B-1 humains seront isolés 
des PBMC par tri cellulaire (CD19+CD20+CD27+CD38low/mediumCD43+) (10, 11) puis ils seront chargés 
avec un Ag avant d’être co-cultivés avec des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ spécifiques. Les 
fonctions de présentation d’Ag et de costimulation des lymphocytes B-1 seront évaluées en 
mesurant leur capacité à induire la prolifération des lymphocytes T et leur sécrétion de cytokines. 
Les cellules CD40-B, une potentielle plateforme vaccinale alternative aux MoDC 
Les vaccins thérapeutiques utilisés en immunothérapie du cancer reposent 
principalement sur les DC comme source d’APC (296, 480). Le phénotype des MoDC ainsi que leur 
capacité à induire l’activation des CTL lors des essais de reconnaissance in vitro ont donc été 
évalués. Les MoDC expriment fortement les molécules CD80 et CD86 (ligands du récepteur CD28), 
mais comparativement aux cellules IL-4- et Combo-CD40-B, elles expriment des ligands de 
co-inhibition, mais n’expriment pas les molécules de costimulation CD70 (ligand du CD27) et 
OX40L (ligand de OX40) (Figure 20). Une étude récente a démontré que des lymphocytes B murins 
modifiés génétiquement pour coexprimer le CD40L et les molécules CD70 ou OX40L ont des 
fonctions de présentation d’Ag augmentées (320). La vaccination des souris portant des tumeurs 
de mélanome avec ces lymphocytes B modifiés et chargés avec des peptides induit à une réponse 
antitumorale des CTL plus efficace que la vaccination avec les DC (320). De façon similaire, les 
lymphocytes B murins spléniques activés par le CD40 et transfectés avec les ARNm codants pour 
OX40L, 4-1BBL et l’IL-12p70 induisent une plus forte prolifération des lymphocytes T CD8+ et leur 
sécrétion d’IL-2 et d’IFN-γ. Ces cellules sont aussi efficaces que les DC pour induire la réponse 
cytotoxique des CTL in vitro mais pas in vivo (321). Ainsi, nous postulons que la vaccination avec 
les cellules IL-4- et Combo-CD40 serait au moins aussi efficace que la vaccination avec les MoDC 
pour induire une réponse cellulaire, mais plus efficace pour soutenir l’activation des 
lymphocytes T en fournissant des signaux de costimulation par l’engagement des récepteurs 
CD27 et OX40 exprimés tardivement (318). Ces résultats supportent l’utilisation des cellules 
Combo-CD40-B comme APC alternatives aux MoDC dans les applications de recherche 
fondamentale et clinique.  
Les DC utilisées dans les vaccins sont fréquemment obtenues par la différenciation ex vivo 
des monocytes CD14+ ou des cellules souches hématopoïétiques CD34+ puis leur maturation est 
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réalisée par leur stimulation avec un cocktail de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, 
l'IL-1β et l'IL-6 avec la prostaglandine E2 (295) et d’autres cytokines comme l’IFN-γ (296). Une 
étude ayant utilisé des MoDC ayant subi une maturation par la stimulation avec le CD40L et l’IFN-γ 
et chargées avec des peptides dérivés de gp100 a rapporté des résultats encourageants pour le 
traitement des patients souffrant d’un mélanome de stade IV (297). Dans nos travaux, les MoDC 
ont été générés à partir des monocytes stimulés avec l’IL-4 et le GM-CSF puis leur maturation a 
été réalisée par leur stimulation avec le CD40L (626) (Figure 18). Il serait judicieux de réitérer la 
caractérisation phénotypique et les essais de reconnaissance en utilisant des MoDC dont la 
maturation est réalisée avec le cocktail de cytokines le plus couramment utilisé en clinique pour 
comparer leur potentiel à induire les réponses des CTL à celui des cellules IL-4- et Combo-CD40-B.  
Afin de valider la faisabilité d’une vaccination avec les cellules Combo-CD40-B chargées 
avec un Ag, nous pourrions réaliser des expériences in vivo à l’aide d’un modèle murin humanisé 
par le transfert adoptif de cellules souches CD34+ (617). Les cellules humaines de mélanome 
624.38mel (HLA-A*0201, gp100+) seront injectées de façon sous-cutanée. L’humanisation des 
souris avec des cellules souches ayant une expression des allèles des CMH la plus appariée 
possible avec les cellules 624.38mel permettra de réduire le risque de rejet des cellules tumorales. 
Lorsque les tumeurs auront atteint un volume suffisant, les souris seront vaccinées avec les APC 
(IL-4-, Combo-CD40-B et MoDC) générées à partir des cellules isolées du sang périphérique des 
souris possédant un système immunitaire autologue et chargées avec l’épitope gp100 inséré dans 
la VLP de PapMV ou par la transfection avec l’ARNm codant pour l’Ag. À la suite du traitement, le 
volume de la tumeur sera mesuré pour évaluer la réponse antitumorale. Des souris seront 
sacrifiées à différents jours pour réaliser une caractérisation phénotypique par cytométrie en flux 
des lymphocytes T infiltrant la tumeur, présents dans les GL drainants et le sang. L’émergence de 
CTL spécifiques de gp100 sera évaluée par cytométrie en flux grâce au marquage avec un 
tétramère couplé à un fluorochrome. Des expériences complémentaires seront réalisées afin de 
valider l’utilisation de ce modèle murin pour réaliser cette expérience de vaccination 
antitumorale. La stratégie proposée est illustrée dans la Figure 33. 
208 
 
Figure 33. –  Évaluation de la vaccination avec les cellules CD40-B : modèle proposé 
Les cellules tumorales 624.38mel (HLA-A*0201, gp100+) seront injectées dans des souris 
humanisées par le transfert adoptif de cellules souches hématopoïétiques CD34+ (HuCD34). Après 
la tumeur est formée (20-30 jours), les MoDC ou les cellules IL-4- et Combo-CD40-B générées 
préalablement à partir des PBMC isolées de souris HuCD34 autologues seront chargées avec 
PapMV-gp100 ou par la transfection avec l’ARNm codant pour l’Ag. Les APC chargées seront 
injectées aux souris portant les tumeurs. La réponse cellulaire antitumorale sera évaluée en 
suivant l’évolution de la croissance tumorale et en réalisant un phénotypage par cytométrie en 
flux des lymphocytes T CD8+ périphériques, infiltrant la tumeur et présents dans les GL drainants.  
Les résultats présentés dans le Chapitre 3 ont permis d’approfondir nos connaissances de 
la biologie des CD40-B et de démontrer pour la première fois le potentiel des cellules 
Combo-CD40-B comme APC. Les perspectives proposées parachèveront nos travaux et 
permettront d’évaluer l’utilisation des cellules IL-4- et Combo-CD40-B comme plateforme 
vaccinale dans un modèle animal préclinique. L’ensemble de ces données supporteront 
l’utilisation des cellules Combo-CD40-B comme source alternative d’APC dans les applications de 
recherche fondamentale et clinique.  
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Dans la section suivante, je discuterai de la littérature rapportant l’utilisation des 
lymphocytes B en tant que plateforme vaccinale en immunothérapie du cancer. Par la suite, je 
présenterai des expériences préliminaires effectuées afin de démontrer la possibilité d’utiliser les 
cellules CD40-B comme APC afin d’enrichir les populations de lymphocytes T en CTL spécifiques 
d’Ag tumoraux dans un contexte de traitement d’immunothérapie par transfert adoptif de TIL. 
Les lymphocytes B, des cellules à fort potentiel biotechnologique  
Une plateforme vaccinale en immunothérapie du cancer 
Malgré les multiples fonctions effectrices des lymphocytes B et particulièrement la 
fonction de présentation d’Ag des cellules CD40-B, le potentiel de ces cellules est sous-estimé 
notamment en ce qui concerne leur utilisation en thérapie cellulaire. Des études réalisées dans 
des modèles précliniques murins et canins ont rapporté que les traitements d’immunothérapie 
du cancer avec les cellules CD40-B étaient capables d’induire une réponse cellulaire antitumorale 
des CTL (291, 301, 321, 489, 616). Par exemple, la vaccination de souris avec des cellules CD40-B 
chargées avec un Ag du LCMV menait à une réduction significative des tumeurs sous-cutanées 
exprimant l’Ag modèle (368). Moutai et al., ont démontré que l’administration de lymphocytes B 
spécifiques du lysozyme de blanc d’œuf (LBB) isolés de souris et amplifiés par co-culture avec des 
cellules exprimant le CD40L et BAFF, en présence d’IL-4 et d’IL-21, conduisait à la régression de 
métastases pulmonaires formées par les cellules du mélanome B16 exprimant l’Ag LBB (627).  
Quelques études en phases cliniques précoces ont évalué le potentiel des lymphocytes B 
en tant que vaccin contre le cancer. Ces essais ont démontré que les immunothérapies utilisant 
des lymphocytes B sont généralement sécuritaires et engendrent peu de toxicité. Les résultats 
rapportés suggèrent qu’elles puissent conduire à une réponse antitumorale des lymphocytes T 
(291). Deux essais cliniques ayant évalué une approche vaccinale hybride reposant sur la fusion 
de lymphocytes B allogéniques provenant de PBMC de donneurs sains avec des cellules tumorales 
autologues de carcinome rénal (628) ou de mélanome (629) ont rapporté des résultats 
encourageants. L’étude par Trefzer et al., a démontré que cette vaccination conduit à la 
relocalisation des lymphocytes T au niveau des nodules tumoraux (629). 
210 
Nos travaux démontrant la capacité des cellules Combo-CD40-B à induire une réponse des 
CTL in vitro encouragent l’évaluation de ces cellules comme plateforme vaccinale dans un 
contexte d’immunothérapie du cancer. Comme mentionné précédemment, l’étude de la capacité 
de ces cellules à induire une réponse antitumorale in vivo dans un modèle murin permettrait à la 
fois de valider nos résultats in vitro et d’encourager la conduite d’études cliniques. Par ailleurs, la 
disponibilité des réactifs recombinants comme le CD40L (609) ainsi que l’amélioration des 
techniques de chargement d’Ag des lymphocytes (291, 630) permettent d’envisager la réalisation 
d’études cliniques. Toutefois, la tenue de ces études requiert la production des réactifs de culture 
des lymphocytes B selon les normes Good Manufacturing Practices. À long terme, ces essais 
cliniques permettraient d’évaluer la faisabilité ainsi que les aspects sécuritaires et la toxicité reliés 
à l’utilisation des cellules Combo-CD40-B comme plateforme vaccinale en immunothérapie du 
cancer. De plus, l’induction d’une réponse antitumorale, la persistance des cellules infusées et 
ainsi que l’impact de la vaccination sur le contrôle tumoral seraient également étudiées.  
La sélection de lymphocytes T spécifiques d’antigènes tumoraux à l’aide des 
lymphocytes B 
Au cours de ce doctorat, des expériences préliminaires ont été réalisées afin d’évaluer le 
recours aux lymphocytes B comme APC pour sélectionner les lymphocytes T spécifiques d’Ag 
tumoraux dans le but d’améliorer le traitement d’immunothérapie par transfert adoptif de TIL. 
L’immunothérapie du cancer par transfert adoptif de TIL 
Afin de réaliser un transfert adoptif de TIL, la tumeur du patient est excisée par chirurgie 
puis divisée en petits fragments qui sont cultivés en présence de haute dose d’IL-2 pour induire 
la croissance des TIL. À la suite de cette expansion primaire, les TIL sont amplifiés pendant 14 
jours en suivant un protocole d’expansion rapide (rapid expansion protocol, REP) fondée sur la 
stimulation polyclonale des cellules avec Ab anti-CD3 soluble (αCD3) et de hautes doses d’IL-2 en 
présence de cellules nourricières (feeder cells) allogéniques irradiées. Les millions de lymphocytes 
T sont ensuite réinfusés au patient ayant au préalable subi une lymphodéplétion. De hautes doses 
d’IL-2 sont également injectées au patient afin de soutenir les lymphocytes T infusés (491).  
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Plusieurs études cliniques ont démontré l’efficacité du transfert adoptif de TIL pour le 
traitement du mélanome métastatique (491, 631). Cette thérapie présente toutefois des 
limitations. Les TIL sont une population hétérogène tant au niveau des fréquences des 
lymphocytes T CD4+ vs CD8+ que de leur réactivité à la tumeur et à leur spécificité antigénique 
(632-635). Rohaan et al., rapporte qu’un maximum de 30 % de TIL réactifs à la tumeur sont 
retrouvés dans le produit d’infusion (631), suggérant que ce sont principalement des lymphocytes 
T sans spécificité pour des Ag tumoraux qui sont amplifiés puis réinjectés. Plusieurs stratégies 
pour raffiner le produit d’infusion et améliorer la réactivité tumorale sont à l’étude (631). La 
sélection des TIL réactifs à la tumeur, avant l’expansion par REP, grâce un marqueur de surface 
exprimé spécifiquement par ces cellules, est une stratégie qui permettrait de générer un produit 
d’infusion plus homogène, enrichi en CTL réactifs à la tumeur et dont l’efficacité thérapeutique 
serait augmentée. Elle permettrait aussi de réduire le nombre de cellules infusées aux patients.  
Les travaux du Dr Rosenberg ont démontré que les TIL CD8+ réactifs au mélanome 
expriment un haut niveau de PD-1. La sélection des cellules CD8+PD-1+ présentes dans la 
population totale enrichit les TIL en CTL reconnaissants la tumeur avant l’amplification par REP. 
Parmi les cinq patients traités avec le produit d’infusion enrichi, trois ont démontré une 
augmentation de la réactivité contre la tumeur comparativement aux populations CD8+PD-1- ou 
non sélectionnée (636). Une étude subséquente a confirmé ces résultats et a démontré que 
l’expression de TIM-3 et LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3) permet aussi d’identifier des TIL 
CD8+ reconnaissants les tumeurs autologues (632). La sélection des CTL PD-1+ présents dans le 
sang périphérique permet également d’isoler des CTL réactifs à des néo-Ag tumoraux (633). 
Récemment, Yussef et al., ont démontré que la sélection des lymphocytes T CD3+PD-1+ et/ou 
4-1BB+ et/ou OX40+ infiltrant des tumeurs épithéliales était une méthode efficace pour isoler des 
lymphocytes T réactifs aux néo-Ag avant leur expansion. 
Ye et al., ont quant à eux rapporté que l’activation des TIL CD8+ présents dans les tumeurs 
de l’ovaire ou du mélanome avec les cellules tumorales, l’IL-7 et IL-15 pendant 24 heures induit 
l’expression de 4-1BB. Par des essais in vitro et à l’aide d’un modèle murin portant des xénogreffes 
dérivées de patients, les auteurs ont démontré que les TIL CD8+4-1BB+ sélectionnés présentent 
une meilleure réactivité à la tumeur comparativement aux TIL CD8+4-1BB- ou totaux (637). 
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Récemment, Seliktar-Ofir et al., ont fourni une preuve de concept de la faisabilité de cette 
stratégie pour sélectionner des TIL 4-1BB+ selon les normes Good Manufacturing Practices afin de 
réaliser une thérapie cellulaire personnalisée. Comparativement à la population totale, les TIL 
4-1BB+ étaient enrichis en lymphocytes T spécifiques d’Ag tumoraux et présentaient une 
reconnaissance de la tumeur augmentée (638). Parkhurst et al., ont quant à eux cultivé des TIL 
avec des DC transfectées avec de l’ARN codant pour un Ag muté puis les TIL 4-1BB+ ont été triés 
par cytométrie en flux à la suite de l’essai de reconnaissance, avant d’être amplifiés par REP. Cette 
stratégie permettait de sélectionner des lymphocytes T spécifiques de néo-Ag (639). 
Résultats préliminaires 
Puisque les lymphocytes B de patients atteints de cancer peuvent être activés, amplifiés 
et servir d’APC qui sont aussi efficaces que ceux provenant de donneurs sains (302), nous avons 
émis l’hypothèse que les cellules CD40-B générées à partir des lymphocytes B autologues de 
patients pourraient servir d’APC pour enrichir les TIL en CTL réactifs à la tumeur. Afin de tester 
cette hypothèse, nous avons réalisé des expériences préliminaires pour évaluer si les cellules 
IL-4-, Combo-CD40-B ou les MoDC pouvaient se substituer à la stimulation polyclonale par l’αCD3 
pour activer et amplifier des CTL spécifiques de l’Ag tumoral modèle NY-ESO-1, lors de l’expansion 
par REP (Figure 34). Les résultats obtenus suggèrent que les cellules CD40-B chargées avec un 
peptide sont capables d’enrichir les CTL spécifiques de NY-ESO-1 (20-30 % de lymphocytes T CD8+ 
TCR NY-ESO-1+ au jour 14 vs 10 % au jour 0), ce qui se traduit par un nombre absolu de CTL TCR 
NY-ESO-1+ supérieur, comparativement à la stimulation polyclonale. Toutefois, le protocole 
standard de REP est plus efficace pour induire la prolifération des CTL (Figure 34A-C). Les CTL 
amplifiés avec les APC sont fonctionnels et présentent une reconnaissance augmentée de la 
lignée tumorale 624.38mel (HLA-A*0201+ NY-ESO-1+) comparativement aux cellules amplifiées 
avec le protocole de REP standard (Figure 34D). 
Puisque le nombre de CTL obtenus à la suite à l’amplification avec les APC est inférieur à 
celui obtenu avec la stimulation polyclonale, nous avons conduit une expérience préliminaire en 
suivant une stratégie similaire à celle menée par Parkhurst et al. (639), qui permet d’enrichir les 
CTL avant leur amplification par le protocole standard de REP. Un essai de reconnaissance a été 
réalisé en utilisant les cellules IL-4-CD40-B ou les MoDC transfectées avec l’ARNm codant pour 
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NY-ESO-1 comme APC afin d’induire l’expression de 4-1BB par les CTL spécifiques de l’Ag. Les CTL 
CD8+4-1BB- et CD8+4-1BB+ ont été triés par cytométrie en flux puis la population totale et les 
fractions cellulaires triées ont été amplifiées (Figure 35). Les résultats suggèrent que les CTL TCR 
NY-ESO-1+ sont enrichis dans la fraction 4-1BB+ (>80 %) comparativement à la fraction 4-1BB- ou 
à la population totale (Figure 35A). Cette stratégie permet d’obtenir un nombre absolu de CTL 
spécifique de l’Ag NY-ESO-1 plus élevé qu’avec la méthodologie employée précédemment 
(Figures 35B et 34B). Enfin, les CTL amplifiés peuvent être réactivés à la suite d’une nouvelle 
rencontre avec l’Ag (Figure 35C). Il serait intéressant de reproduire cette expérience en utilisant 
les cellules Combo-CD40-B comme APC.  
Ainsi, ces expériences préliminaires suggèrent que les lymphocytes B puissent être utilisés 
comme source alternative d’APC pour améliorer l’immunothérapie par transfert adoptif de TIL. 
L’utilisation des lymphocytes B en tant qu’APC : modèle proposé  
La stratégie de sélection des TIL spécifiques d’Ag tumoraux décrite par Parkhurst et al. 
(639), nécessite l’identification des Ag tumoraux pour charger ou transfecter les APC ce qui 
représente un processus long et très coûteux. La stratégie employée par Ye et al. (637), et 
Seliktar-Ofir et al. (638), requiert la co-culture avec les cellules tumorales autologues et peut 
représenter une limitation technique.  
Nous proposons une stratégie alternative qui ne requiert pas l’identification des Ag 
tumoraux exprimés par les cellules tumorales et qui nécessite seulement une faible quantité de 
cellules tumorales. Elle repose sur l’extraction de l’ARN total des cellules tumorales puis 
l’amplification spécifique de l’ensemble des ARNm codants (640, 641). Une fois amplifié, les 
ARNm codants pour de nombreuses protéines, dont supposément les Ag tumoraux, seront 
transfectés par électroporation dans les cellules Combo-CD40-B autologues du patient, activées 
pendant 9 jours. Un essai de reconnaissance sera ensuite réalisé avec les TIL ayant subi une 
expansion primaire afin d’activer les CTL spécifiques d’Ag tumoraux. Les TIL CD8+4-1BB+ seront 
sélectionnés par cytométrie en flux puis amplifiés pendant 14 jours selon le protocole standard 
de REP. Nous postulons que cette stratégie se révèlera efficace pour enrichir le produit d’infusion 
en multiples CTL spécifiques d’Ag tumoraux ce permettra d’augmenter l’efficacité de 
l’immunothérapie par transfert adoptif de TIL. Le concept proposé est illustré dans la Figure 36. 
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Figure 34. –  Utilisation des cellules CD40-B pour induire l’expansion préférentielle de CTL spécifiques 
d’un antigène tumoral dans une expansion par REP   
A-C Les lymphocytes T transduits pour exprimer un TCR reconnaissant l’Ag NY-ESO-1 présenté par 
HLA-A*0201 (TCR NY-ESO-1+) ont été dilués à une fréquence de 10 % avec des lymphocytes T 
autologues non transduits. Les lymphocytes T ont été activés avec un Ab αCD3 (clone OKT3) ou 
les MoDC (jour 8) ou les cellules CD40-B (jour 9) chargées pendant 6 heures avec le peptide 
NY-ESO-1 (1 μM) ou un peptide contrôle. De l’IL-2 et des PBMC allogéniques irradiées provenant 
de trois donneurs sains (cellules nourricières) ont été ajoutées à la culture. Après 14 jours, les 
cellules ont été dénombrées et l’enrichissement des CTL TCR NY-ESO-1+ a été évalué par 
cytométrie en flux. Le nombre absolu de CTL TCR NY-ESO-1+ et leur expansion spécifique ont été 
calculés à partir des mesures précédentes. D Les CTL ont été co-cultivés pendant 16-20 heures 
avec les lignées de mélanome indiquées à un ratio CTL:cellule tumorale de 2:1. L’activation des 
CTL a été évaluée en mesurant l’expression de 4-1BB par cytométrie en flux.  
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Figure 35. –  Utilisation des cellules CD40-B pour activer les lymphocytes T spécifiques d’un antigène 
tumoral pré-REP   
A-B Les lymphocytes T TCR NY-ESO-1+ ont été dilués à une fréquence de 10 % avec des 
lymphocytes T autologues non transduits. Les lymphocytes T ont été co-cultivés pendant 16-20 
heures avec les MoDC ou les cellules IL-4-CD40-B transfectées 24 heures avant l’essai avec 4 μg 
d’ARNm codant pour NY-ESO-1 ou la GFP. Les lymphocytes T CD8+4-1BB- et CD8+4-1BB+ ont 
ensuite été triés par cytométrie en flux. La population totale et les populations triées ont été 
amplifiées pendant 14 jours selon un protocole de REP standard (αCD3, IL-2 et cellules 
nourricières irradiées). Le nombre total de cellules a été déterminé par dénombrement et 
l’enrichissement des CTL TCR NY-ESO-1+ a été évalué par cytométrie en flux. Le nombre absolu de 
CTL TCR NY-ESO-1+ a été calculé à partir des mesures précédentes. C Les CTL ont été co-cultivés 
pendant 16-20 heures à un ratio de 1:1 avec les cellules T2 chargées préalablement pendant 6 
heures avec le peptide NY-ESO-1 (1 μM) ou un peptide contrôle. L’activation des CTL a été évaluée 
en mesurant l’expression de 4-1BB par cytométrie en flux.  
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Figure 36. –  Concept d’une possible étude utilisant les lymphocytes B comme APC pour améliorer le 
traitement d’immunothérapie du cancer par transfert adoptif de TIL 
① Les PBMC du patient sont obtenues par leucaphérèse puis conservées par congélation. La 
tumeur de mélanome est excisée par chirurgie puis divisée en multiples fragments.  ②a Certains 
fragments tumoraux sont cultivés individuellement pendant 2 à 3 semaines en présence d’une 
haute dose d’IL-2 pour permettre aux TIL de proliférer. ②b En parallèle, l’ARN total de fragments 
tumoraux est extrait. Les ARNm seront enrichis par déplétion des ARN ribosomaux et de transfert. 
Une librairie d’ADN complémentaires (ADNc) est synthétisée par RT-PCR (reverse transcription-
polymerase chain reaction) en ciblant spécifiquement les ARNm codants (sens) grâce à des 
amorces spécifiques. La librairie d’ADNc est ensuite amplifiée par PCR standard et permet l’ajout 
de la séquence du promoteur T7 en 5’ des ADNc grâce à une amorce spécifique. Les ARNm sont 
synthétisés par un système de transcription in vitro utilisant l’ARN polymérase du bactériophage 
T7 puis une coiffe en 5’ et une queue polyadénine en 3’ sont ajoutées. ②c Les PBMC sont 
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décongelées, les lymphocytes B sont isolés par billes magnétiques ou tri cellulaire par cytométrie 
en flux puis stimulés pendant 9 jours avec le CD40L, l’IL-4 et l’IL-21 afin de générer des cellules 
Combo-CD40-B. Ces APC sont électroporées avec la librairie d’ARNm pour exprimer et présenter 
de multiples Ag tumoraux par CMH-I. ③ Un essai de reconnaissance est réalisé en co-cultivant 
les TIL et les cellules Combo-CD40-B chargées. ④ Les TIL CD8+4-1BB+ activés par la 
reconnaissance d’un Ag sont triés par cytométrie en flux. ⑤ La population de TIL CD8+4-1BB+ 
sélectionnée est amplifiée par REP (rapid expansion protocol) en présence d’un excès de cellules 
nourricières irradiées, d’Ab anti-CD3 (αCD3) et d’IL-2. ⑥ Les TIL amplifiés sont réinfusés au 











Chapitre 5 – Conclusion 
En conclusion, ces travaux de doctorat avaient pour objectif général d’augmenter notre 
compréhension de la fonction de présentation d’Ag des lymphocytes B et d’améliorer cette 
fonction afin d’encourager l’utilisation des lymphocytes B comme source alternative d’APC pour 
des applications biotechnologiques visant à induire une immunité cellulaire.  
Nous avons d’abord étudié le mécanisme par lequel les lymphocytes B présentent un 
épitope inséré dans une plateforme vaccinale, la VLP du virus de plante PapMV. Plus précisément, 
nous avons mis en évidence que l’apprêtement de l’Ag s’effectue par une voie de présentation 
croisée vacuolaire indépendante du transporteur TAP, mais qui dépend de l’activité de la 
cathepsine S, de l’acidification des lysosomes et de l’induction de l’autophagie. Il s’agit de la 
première description du mécanisme par lequel un épitope inséré dans la VLP de PapMV est 
présenté dans les lymphocytes B. 
Par la suite, nous avons évalué la stimulation in vitro des lymphocytes B par le CD40L et 
l’IL-21 ou la combinaison de l’IL-4 et l’IL-21 au lieu de l’activation standard avec le CD40L et l’IL-4, 
pour améliorer l’induction de leur fonction de présentation d’Ag afin d’induire les réponses 
cellulaires des CTL. Nos résultats ont permis d’approfondir nos connaissances de la biologie des 
lymphocytes B et démontrent que la stimulation avec le CD40L et la combinaison de l’IL-4 et de 
l’IL-21 augmente la prolifération des lymphocytes B et induit efficacement leur fonction de 
présentation d’Ag. Nous avons démontré pour la première fois que ce protocole génère des APC 
puissantes capables d’induire la réponse des CTL in vitro 
Ces travaux contribuent à des avancées en recherche fondamentale sur les lymphocytes 
B et offrent de nouvelles pistes de réflexion quant à leurs utilisations biotechnologiques comme 
source alternative d’APC pour des applications de recherche fondamentale et clinique. À long 
terme, nous postulons que l’utilisation de ces cellules comme plateforme vaccinale permettra de 
générer une réponse cellulaire efficace in vivo. De plus, ces APC pourraient être utilisées pour 
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(Mai 2014-2016), Golf contre le cancer (Juin 2016), Concert contre le 
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   Expo-sciences Hydro-Québec, finale régionale de Montréal. 
288 
2014 : Membre étudiant du comité organisateur de la 24e Journée Scientifique de 
l'Institut du cancer de Montréal (13 Nov. 2014). 
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